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C G E  -  C a p i l l a r y  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s ,  
C L N D -  C h e m i l u m i n e s c e n t  N i t r o g e n  D e t e c t i o n ,  
C M C  -  C r i t i c a l  M i c e l l e  C o n c e n t r a t i o n ,  
C T A B  -  C e t y l t r i m e t h y l a m m o n i u m  b r o m i d e ,  
c - S W N T  -  c a r b o x y l i c  S i n g l e - W a l l e d  C a r b o n  N a n o t u b e s ,  
C Z E  -  C a p i l l a r y  Z o n e  E l e c t r o p h o r e s i s ,  
D A U  -  D a u n o r u b i c i n ,  
D I  -  D i r e c t  I n j e c t i o n ,  
D O X  -  D o x o r u b i c i n ,  
D S  -  D e g r e e  o f  S u b s t i t u t i o n ,  
D T A B  -  D o d e c y l t r i m e t h y l a r n m o n i u m  b r o m i d e ,  
E A  -  E t h y l  A c e t a t e ,  
E C L  -  E e l e c t r o c h e m i l u m i n e s c e n c e ,  
E D C  -  E n d o c r i n e  D i s r u p t i n g  C o m p o u n d s ,  
E L S D  -  E v a p o r a t i v e  L i g h t - S c a t t e r i n g  D e t e c t i o n ,  
E P I  -  E p i r u b i c i n ,  
E S I  -  E l e c t r o s p r a y  I o n i s a t i o n  
E O F  -  E l e c t r o o s m o t i c  F l o w ,  
E P  -  E u r o p e a n  P h a r m a c o p o e i a ,  
F I A  -  F l o w  I n j e c t i o n  A n a l y s i s ,  
F T  -  F o u r i e r  T r a n s f o r m ,  
G C  -  G a s  C h r o m a t o g r a p h y ,  
H E P E S  -  N - 2 - H y d r o x y e t h y l p i p e r a z i n e - N ' - 2 - e t h a n e s u l f o n i c  a c i d ,  
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H P  -  h y d r o x y p r o p y l ,  
H P L C  -  H i g h  P e r f o r m a n c e  L i q u i d  C h r o m a t o g r a p h y ,  
I D A  -  I d a r u b i c i n ,  
I F  -  I s o e l e c t r i c  F o c u s i n g ,  
I S  -  I n t e r n a l  S t a n d a r d ,  
I T P  -  I s o t a c h o p h o r e s i s ,  
I R  -  I n f r a r e d ,  
L I F  -  L a s e r  I n d u c e d  F l u o r e s c e n c e ,  
L L E  -  L i q u i d - l i q u i d  e x t r a c t i o n ,  
L O D  -  L i m i t  o f  D e t e c t i o n ,  
L O Q  -  L i m i t  o f  Q u a n t i t a t i o n ,  
M A L D I  -  M a t r i x - A s s i s t e d  L a s e r  D e s o r p t i o n / I o n i s a t i o n ,  
M E E K C  -  M i c r o e m u l s i o n  E l e c t r o k i n e t i c  C h r o m a t o g r a p h y ,  
M E K C  -  M i c e l l a r  E l e c t r o k i n e t i c  C a p i l l a r y  C h r o m a t o g r a p h y ,  
M E S  -  2 - ( N - M o r p h o 1 i n o ) - e t h a n e s u l f o n i c  a c i d ,  
M K  -  M o n t e l u k a s t  s o d i u m  
M S  -  M a s s  S p e c t r o m e t r y ,  
N I R  -  N e a r - I n f r a r e d ,  
N M R  -  N u c l e a r  M a g n e t i c  R e s o n a n c e ,  
p c S F C  -  p a c k e d  c o l u m n  S u p e r c r i t i c a l  F l u i d  C h r o m a t o g r a p h y ,  
P I P E S  -  P i p e r a z i n e - N , N ' - b i s ( e t h a n e s u 1 f o n i c  a c i d ) ,  
R S D  -  R e l a t i v e  S t a n d a r d  D e v i a t i o n ,  
R T P  -  R o o m  T e m p e r a t u r e  P h o s p h o r e s c e n c e ,  
S B E  -  s u l f o b u t y l e t h e r  
S D S  -  S o d i u m  D o d e c y l  S u l p h a t e ,  
S F C  -  S u p e r c r i t i c a l  F l u i d  C h r o m a t o g r a p h y ,  
S P E  -  S o l i d  P h a s e  E x t r a c t i o n ,  
T L C  -  T h i n - L a y e r  C h r o m a t o g r a p h y ,  
T r i s  -  T r i s - ( h y d r o x y m e t h y l ) a m i n o m e t h a n e ,  
U S P  -  U n i t e d  S t a t e s  P h a r m a c o p o e i a ,  
U V  -  U l t r a v i o l e t .  
.  .  .  
X l l l  
T h e s i s  a b s t r a c t  
T h e  l i t e r a t u r e  r e v i e w  r e v e a l s  c u r r e n t  a n a l y t i c a l  m e t h o d o l o g i e s  u s e d  f o r  
p h a r m a c e u t i c a l  a n a l y s i s ,  t h e i r  a d v a n t a g e s  a n d  d i s a d v a n t a g e s .  I n  t h i s  c o n t e x t  t h e  
p o t e n t i a l  o f  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  ( C E )  i s  e s t a b l i s h e d  t h r o u g h  a  s t u d y  o f  t h e  
c u r r e n t  l i t e r a t u r e .  C a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  m e t h o d  i s  d e v e l o p e d  a n d  o p t i m i s e d  f o r  
a l k y l x a n t h i n e s .  T h e  a c h i e v e d  s e p a r a t i o n  f o r  t h e s e  a n a l y t e s  s t a n d s  o u t  f o r  i t s  h i g h  
e f f i c i e n c y  a n d  e s p e c i a l l y  s h o r t  a n a l y s i s  t i m e .  T h i s  w o r k  a l s o  v e r i f i e s  t h e  p o t e n t i a l  o f  
C E  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  s i g n i f i c a n t  i m p u r i t i e s  i n  m o n t e l u k a s t  s o d i u m  -  a n  a c t i v e  
i n g r e d i e n t  f o r  t r e a t m e n t  o f  b r o n c h i a l  a s t h m a .  T h e  o b t a i n e d  m e t h o d  s u r p a s s e s  a  
c h r o m a t o g r a p h i c  m e t h o d  c u r r e n t l y  e m p l o y e d  i n  t h e  p h a r m a c e u t i c a l  i n d u s t r y  i n  t e r m s  
o f  e f f i c i e n c y  a n d  t i m e  o f  a n a l y s i s .  
A l o n g  w i t h  t h e  m e t h o d  d e v e l o p m e n t  t h i s  w o r k  s h o w s  t h e  c a p a b i l i t y  o f  C E  a s  
a  f u n d a m e n t a l  r e s e a r c h  t o o l .  T h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  s t e r o i d  
h o r m o n e s  w i t h  c y c l o d e x t r i n s  i s  s u c c e s s f u l l y  a c h i e v e d  f r o m  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  
m o b i l i t i e s .  A  r a n g e  o f  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  n a t u r a l  a n d  d e r i v a t i s e d  c y c l o d e x t r i n s  i s  
i n v e s t i g a t e d .  T h i s  s t r a i g h t f o r w a r d  a p p r o a c h  m a r k s  t h e  f i r s t  t i m e  C E  h a s  b e e n  u s e d  f o r  
t h e  a s s e s s m e n t  o f  s t e r o i d / c y c l o d e x t r i n  i n t e r a c t i o n .  F o r  t h e  f i r s t  t i m e  t h e  v e r s a t i l i t y  o f  
C E  i s  d e m o n s t r a t e d  i n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  a n t i c a n c e r  d r u g s  -  
a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s .  T h e  h i g h  h y d r o p h o b i c i t y  o f  t h e  d r u g s  r e q u i r e s  d e t a i l e d  
i n v e s t i g a t i o n  o f  s u i t a b l e  b u f f e r  c o m p o s i t i o n  w i t h  a d d i t i v e s  o f  m i s c e l l a n e o u s  
c o m p o n e n t  a n d  o r g a n i c  p h a s e .  T h e  u s e  o f  t h e s e  d r u g s  i n  c o m b i n a t i o n  t h e r a p y  s p a r k e d  
t h e  i n t e r e s t  i n  t h i s  a p p l i c a t i o n  a n d  t h i s  s t u d y  s h o w s  t h e  p o t e n t i a l  o f  C E  f o r  s u c h  a  
c h a l l e n g e .  T o  d e m o n s t r a t e  t h e  p o t e n t i a l  a n  a t t e m p t  i s  m a d e  t o  a p p l y  t h e  d e v e l o p e d  
e l e c t r o p h o r e t i c  m e t h o d s  t o  t h e  a n a l y s i s  o f  p l a s m a  s a m p l e s .  
x i v  
C H A P T E R  1  
I N T R O D U C T I O N  
c h r o m a t o g r a p h y ,  u l t r a t h i n  l a y e r s  a n d  u l t r a f i n e  p a r t i c l e  c o a t i n g  h a s  b r o u g h t  T L C  t o  
h i g h e r  r e s o l u t i o n  a n d  s p e e d  o f  a n a l y s i s .  I t  h a s  f o u n d  a p p l i c a t i o n  i n  t h e  s e p a r a t i o n  
o f  i m p u r i t i e s  [ 9 ]  a n d  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s  o f  d r u g s  [ l o ]  a n d  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  
h e r b a l  e x t r a c t s  [ l  1 1 .  
W h i l s t  b e i n g  a n  e s t a b l i s h e d  t o o l  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  b i o p o l y m e r s ,  t h e  
p o t e n t i a l  o f  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  h a s  n o t  y e t  b e e n  f u l l y  r e a l i s e d  i n  
p h a r m a c e u t i c a l  a n a l y s i s .  C E ,  a s  a  m e t h o d  f o r  d r u g  t e s t i n g ,  w a s  i n t r o d u c e d  f o r  t h e  
f i r s t  t i m e  i n  E u r o p e a n  P h a r m a c o p o e i a  ( E P ) - S u p p l e m e n t  o n l y  i n  2 0 0 1  [ 1 2 ] .  W h i l e  
t h e r e  i s  a n  i n c r e a s i n g  n u m b e r  o f  t h e  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e t i c  m e t h o d s  b e i n g  
d e v e l o p e d  f o r  v a r i o u s  d r u g s  a n d  b e i n g  p u b l i s h e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e ,  t h e  n u m b e r  o f  
d r u g - r e l a t e d  m e t h o d  i n  p h a r m a c o p o e i a s  i s  l i m i t e d  [  1 3 1 .  D i f f e r e n t  s e p a r a t i o n  
o p t i o n s  a v a i l a b l e  i n  C E  c o v e r  a l l  p o s s i b l e  a p p l i c a t i o n  a r e a s ,  s u c h  a s  t h e  s e p a r a t i o n  
o f  p o l a r ,  n o n  p o l a r  c o m p o u n d s ,  c h a r g e d  o r  n e u t r a l ,  s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  a n d  o p t i c a l  
i s o m e r s .  
1 . 1 . 2  N o n - s e p a r a t i o n  t e c h n i q u e s  
T h e  n o n - s e p a r a t i o n  m e t h o d s  [ 1 4 ]  e m p l o y e d  i n  p h a r m a c e u t i c a l  a n a l y s i s  
i n c l u d e  s p e c t r o s c o p i c  m e t h o d s ,  s u c h  a s  n u c l e a r  m a g n e t i c  r e s o n a n c e  ( N M R ) ,  M S ,  
i n f r a r e d  ( I R )  a n d  n e a r - i n f r a r e d  ( N I R )  s p e c t r o s c o p y ,  u l t r a  v i o l e t  s p e c t r o s c o p y ,  
f l u o r i m e t r y  a n d  R a m a n  s p e c t r o s c o p y .  T i t r a t i o n s ,  e l e c t r o a n a l y t i c a l  m e t h o d s ,  f l o w -  
i n j e c t i o n  a n a l y s i s  ( F I A ) ,  m i c r o b i o l o g i c a l  m e t h o d s  a n d  i r n r n u n o a s s a y s  a r e  a l s o  
u s e d  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  p h a r m a c e u t i c a l s .  A s  t h e  f o c u s  o f  t h i s  w o r k  i s  o n  t h e  
s e p a r a t i o n  t e c h n i q u e s ,  t h e s e  m e t h o d s  w i l l  n o t  b e  e x p a n d e d  f u r t h e r .  
1 . 1 . 3  C o m b i n a t i o n  t e c h n i q u e s  
T h e  i n c r e a s i n g  c o m p l e x i t y  o f  p h a r m a c e u t i c a l  r e s e a r c h  h a s  l e d  t o  t h e  
d e v e l o p m e n t  a n d  a p p l i c a t i o n  o f  m u l t i d i m e n s i o n a l  s e p a r a t i o n  m e t h o d s  a n d  
h y p h e n a t e d  t e c h n i q u e s .  T h e  c o m b i n a t i o n  o f  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e s  i s  e s p e c i a l l y  
p o w e r f u l  a s  i t  u t i l i s e s  t h e  a d v a n t a g e s  o f  e a c h  t e c h n i q u e  i n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  
i d e n t i t y  a n d  p u r i t y .  F i g u r e  1 . 1  s h o w s  t h e  e x a m p l e s  o f  h y p h e n a t e d  t e c h n i q u e s .  T h e  
c o u p l i n g  o f  G C  a n d  M S  i n  t h e  1 9 6 0 s  w a s  t h e  f i r s t  s u c c e s s f u l  a t t e m p t  o f  t h e  n e w  
e r a  o f  a n a l y s i s  [ 1 5 ] .  U s i n g  M S  o r  N M R  a s  t h e  d e t e c t i o n  m e t h o d  p o t e n t i a l l y  
a f f o r d s  a  h i g h e r  t h r o u g h p u t  d u e  t o  t h e  a b i l i t y  o f  t h e s e  t e c h n i q u e s  t o  s e l e c t i v e l y  
a n d  s i m u l t a n e o u s l y  d e t e c t  m u l t i p l e  c o m p o n e n t s .  W i t h  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  s o f t  
i o n i s a t i o n  m e t h o d s ,  s u c h  a s  e l e c t r o s p r a y  i o n i s a t i o n  ( E S T )  a n d  m a t r i x - a s s i s t e d  l a s e r  
d e s o r p t i o d i o n i s a t i o n  ( M A L D I ) ,  t h e  s u c c e s s  o f  M S  h a s  s p r e a d  t o  t h e  f i e l d s  o f  
b i o m e d i c a l  a n d  b i o l o g i c a l  r e s e a r c h  [ 1 6 ] .  C u r r e n t l y ,  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  M S  w i t h  
d i f f e r e n t  c h r o m a t o g r a p h i c  m e t h o d s  o f f e r s  s o m e  o f  t h e  m o s t  p o w e r f u l  t e c h n i q u e s  
f o r  p h a r m a c e u t i c a l  a n a l y s i s  [ 1 7 ] .  H P L C - M S  h a s  p r o v e n  t o  b e  o n e  o f  t h e  m o s t  
v a l u a b l e  t e c h n i q u e s  a n d  h a s  b e e n  a p p l i e d  t o  t h e  a n a l y s i s  a n d  i d e n t i f i c a t i o n  o f  
i m p u r i t i e s  a n d  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s  i n  p h a r m a c e u t i c a l s  [ 1 8 ] ,  t h e  a n a l y s i s  o f  c h r a l  
i m p u r i t i e s  [ 1 9 ] ,  t h e  s t u d y  o f  d r u g  m e t a b o l i s m  [ 2 0 ] ,  h i g h - t h r o u g h p u t  a n a l y s i s  o f  
d r u g s  a n d  m e t a b o l i t e s  [ 2 1 ] .  
H P L C - D A D  
C E - D A D  
H P L C - F l u o r e s c e n c e  
C E - F l u o r e s c e n c e  
G C - M S  
H P L C - M S *  
C E - M S *  
H P L C - N M R  
C E - N M R  
H P L C - N M R - M S  
H P I C - I C P - S F M S  
C E - I C P - S F M S  
G C - E C D I I C P - M S  
H P L C I H P L C - M S I M S  
- M S  w i t h  d i f f e r e n t  i o n i s a t i o n  t e c h n i q u e s ,  s u c h  a s  E S I  a n d  T S P .  
A b b r e v i a t i o n s :  D A D  -  d i o d e  a r r a y  d e t e c t o r ,  H P I C  -  h i g h - p e r f o r m a n c e  i o n  
c h r o m a t o g r a p h y ,  I C P  -  i n d u c t i v e l y  c o u p l e d  p l a s m a ,  S F M S  -  s e c t o r  f i e l d  m a s s  
s p e c t r o m e t r y , - T S P  -  t h e r m o s p r a y ,  E C D  -  e l e c t r o n  c a p t u r e  d e t e c t o r .  
F i g u r e  1 . 1 .  E x a m p l e s  o f  c o m b i n a t i o n  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e s .  
1 . 1 . 4  H i g h - t h r o u g h p u t  a n a l y s i s  
T h e  p r i n c i p a l  a i m  o f  t h e  p h a r m a c e u t i c a l  s e c t o r  o f  a c c e l e r a t i n g  d r u g  
d i s c o v e r y  a n d  u l t i m a t e l y  r e d u c i n g  t h e  c o s t  a s s o c i a t e d  w i t h  b r i n g i n g  a  n e w  
m e d i c i n e  t o  t h e  m a r k e t  d e t e r m i n e d  t h e  e x p a n s i o n  o f  t h e  a r e a  o f  h i g h - t h r o u g h p u t  
a n a l y s i s  [ 2 2 ] .  I n  o r d e r  t o  i d e n t i f y  t h e  m o s t  s u i t a b l e  d r u g  c a n d i d a t e s ,  i t  h a s  b e e n  
r e c o g n i s e d  t h a t  i n v e s t i g a t i o n  o f  a b s o r p t i o n ,  d i s t r i b u t i o n ,  m e t a b o l i s m  a n d  
e l i m i n a t i o n  ( A D M E )  s h o u l d  b e  i n i t i a t e d  a t  a n  e a r l y  s t a g e  o f  t h e  d i s c o v e r y  p r o c e s s  
[ 2 3 ] .  T h i s  a l l o w s  u n s u i t a b l e  c o m p o u n d s  t o  b e  e l i m i n a t e d  a n d  t h u s  r e d u c e s  t h e  
d e v e l o p m e n t  c o s t .  D u e  t o  t h e  l a r g e  n u m b e r  o f  u n s u i t a b l e  c o m p o u n d s  t h a t  a r e  n o w  
r o u t i n e l y  i d e n t i f i e d  f r o m  s c r e e n i n g  c o m p o u n d  c o l l e c t i o n s  a n d  g e n e  f a m i l y  
c o m p o u n d  l i b r a r i e s ,  t h e  i n d u s t r y  h a s  r e c o g n i s e d  t h e  n e e d  f o r  h i g h - t h r o u g h p u t  
A D M E  a s s a y s  [ 2 3 ] .  H i g h - t h r o u g h p u t  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  e m p l o y e d  i n  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  s t r u c t u r e ,  p u r i t y  a n d  q u a n t i t a t i v e  m e a s u r e m e n t s  [ 2 4 ] .  T a b l e  1 . 1  
s u r n m a r i s e s  t h e  t e c h n i q u e s  i n v o l v e d  i n  h i g h - t h r o u g h p u t  p h a r m a c e u t i c a l  a n a l y s i s .  
T h e  m a j o r i t y  o f  c u r r e n t  p r o t o c o l s  f o r  h i g h - t h r o u g h p u t  a n a l y s i s  a r e  b a s e d  o n  9 6  
m i c r o t i t e r  w e l l  p l a t e  t e c h n o l o g y  w h e r e  a  l a r g e  n u m b e r  o f  s a m p l e s  c a n  b e  
p r o c e s s e d  i n  p a r a l l e l .  F o r  e x a m p l e ,  o n l y  5  m i n  i s  r e q u i r e d  t o  a n a l y s e  t h e  e n t i r e  9 6 -  
w e l l  s a m p l e  p l a t e  ( 3 . 1  s e c  p e r  s a m p l e  a n a l y s i s )  b y  F I A - M S .  A s s a y  f o r m a t s  s u c h  
a s  1 5 3 6  w e l l  p l a t e  a r e  b e c o m i n g  m o r e  a c c e p t a b l e  i n  u l t r a h i g h - t h r o u g h p u t  a n a l y s i s  
[ 2 6 1  
1 . 1 . 5  P u r i t y  a n a l y s i s  
H P L C  i s  a  u n i v e r s a l  m e t h o d  f o r  h i g h - t h r o u g h p u t  p u r i t y  a n a l y s i s .  T h e  
i n c r e a s e  i n  t h r o u g h p u t  i s  d u e  t o  t h e  r e d u c t i o n  o f  c y c l e  t i m e s  a n d  t h e  d e v e l o p m e n t  
o f  g e n e r i c  a n a l y t i c a l  m e t h o d s  [ 2 4 ] .  T h e  a d v a n c e s  i n  H P L C  t e c h n o l o g y  h a v e  b e e n  
i n  r e s p o n s e  t o  t h e  d e m a n d  o f  t o d a y ' s  p h a r m a c e u t i c a l  i n d u s t r y  f o r  h i g h - s p e e d  
a n a l y s i s  [ 2 7 ] .  S m a l l  q u a n t i t i e s  o f  i m p u r i t i e s  a n d  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s  p r e s e n t  i n  
t h e  b u l k  d r u g  r e q u i r e  v e r y  s e n s i t i v e  a n d  s p e c i f i c  d e t e c t i o n ;  t h u s ,  M S  d e t e c t i o n  i s  
o f t e n  e m p l o y e d  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  H P L C  s e p a r a t i o n  [ 1 8 ,  2 8 1 .  H P L C - M S  i s  a l s o  
v e r y  p o w e r f u l  f o r  h i g h - t h r o u g h p u t  p u r i t y  a n a l y s i s  [ 2 8 ] .  A  g r a d i e n t  p a c k e t  c o l u m n  
s u p e r c r i t i c a l  f l u i d  c h r o m a t o g r a p h y  ( p c S F C )  h a s  s h o w n  1 0  t i m e s  f a s t e r  a n a l y s i s  
t h a n  H P L C  [ 2 9 ] .  T h i s  c a n  b e  a c h i e v e d  i n  S F C  d u e  t o  t h e  h i g h  f l o w  r a t e s  a v a i l a b l e  
w i t h  t h e  l o w  v i s c o s i t y  m o b i l e  p h a s e  ( s u c h  a s  s u p e r c r i t i c a l  f l u i d ) .  A  p c S F C  h a s  
b e e n  p o p u l a r  f o r  e n a t i o m e r i c  s e p a r a t i o n s .  F o r  e x a m p l e ,  2 . 3  m i n  w a s  r e q u i r e d  f o r  a  
s i n g l e  p c S F C  a n a l y s i s  o f  R -  a n d  S - e n a n t i o m e r s  o f  k e t o p r o f e n  i n  a  9 6 - w e l l p l a t e  
d e m o n s t r a t e d  a  s i g n i f i c a n t  t i m e  s a v i n g  f o r  a n a l y s i s  c o m p a r e d  t o  t h e  H P L C  
m e t h o d  [ 3  0 1 .  
T a b l e  1 . 1 .  S u m m a r y  o f  h i g h - t h r o u g h p u t  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e s  [ a d a p t e d  f r o m  1 5 1 .  
A n a l y t i c a l  
R e l a t i v e  S t r u c t u r a l  
P u r i t y  Q u a n t i t a t i v e  
T e c h n i q u e  
t h r o u g h p a f  a n a l y s i s a  
A n a l y s i s a  A n a l y s i s n  
M A L D I - F T - M S  +  + +  N /  A  N / A  
D I - N M R  + +  + + +  + +  N / A  
H P L C - U V  + +  N / A  + +  N /  A  
H P L C - E L S D  + +  N I A  + +  + - t  
H P L C - N M R  +  + + +  + +  +  
F I A - C L N D  + + +  N /  A  N / A  +  
H P L C - C L N D  + +  N I  A  N / A  + t +  
S F C - U V  + +  N / A  + +  N /  A  
S F C - M S  + +  +  + +  N I A  
E S I - F T - I C R - M S  +  + t  N I A  N /  A  
a  A n  i n d i c a t i o n  o f  r e l a t i v e  t h r o u g h p u t  a n d  a p p l i c a b i l i t y  f o r  s t r u c t u r a l ,  p u r i t y  a n d  
q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s  o f  t h e  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e s  ( + + +  =  h i g h e s t ) .  
A b b r e v i a t i o n s :  C L N D ,  c h e m i l u m i n e s c e n t  n i t r o g e n  d e t e c t i o n ;  D I ,  d i r e c t  i n j e c t i o n ;  
E L S D ,  e v a p o r a t i v e  l i g h t - s c a t t e r i n g  d e t e c t i o n ;  F I A ,  f l o w  i n j e c t i o n  a n a l y s i s ;  F T ,  
F o u r i e r  T r a n s f o r m ;  I C R ,  i o n  c y c l o t r o n  r e s o n a n c e ;  M A L D I ,  m a t r i x - a s s i s t e d  l a s e r  
d e s o r p t i o n / i o n i s a t i o n ;  S F C ,  s u p e r c r i t i c a l  f l u i d  c h r o m a t o g r a p h y .  
1 . 1 . 6  Q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s  
Q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s  i n  t h e  p h a r m a c e u t i c a l  i n d u s t r y  c a n  b e  a c c o m p l i s h e d  
i n  a  h i g h - t h r o u g h p u t  m o d e .  E v a p o r a t i v e  l i g h t  s c a t t e r i n g  d e t e c t i o n  ( E L S D )  i n  
c o m b i n a t i o n  w i t h  H P L C  s e p a r a t i o n  i s  a n  a t t r a c t i v e  q u a n t i t a t i o n  t o o l  [ 2 4 ] ,  b e c a u s e  
d e t e c t i o n  d e p e n d s  o n  t h e  m a s s  o f  a n a l y t e ,  r a t h e r  t h a n  i t s  a b s o r b a n c e  o r  i o n i s a t i o n  
e f f i c i e n c y  [ 3  1 1 .  H o w e v e r ,  t h e  d e t e c t i o n  o f  v o l a t i l e  a n d  l o w - m e l t i n g  c o m p o u n d s  i s  
n o t  p o s s i b l e  w i t h  E L S D  a s  t h e  d e t e c t i o n  i s  p e r f o r m e d  a f t e r  t h e  e v a p o r a t i o n  o f  t h e  
s o l v e n t  [ 1 5 ] .  A c c u r a t e  q u a n t i f i c a t i o n  a t  h i g h - t h r o u g h p u t  s c a l e  c a n  b e  p r o v i d e d  b y  
c h e m i l u m i n e s c e n t  n i t r o g e n  d e t e c t i o n  ( C L N D )  w i t h  F I A  o r  H P L C  a n a l y s i s  [ 2 4 ] .  
C L N D  r e s p o n s e  i s  r e l a t e d  t o  t h e  n u m b e r  o f  n i t r o g e n  a t o m s  i n  t h e  s a m p l e .  F I A -  
C L N D  p r o v i d e s  g o o d  l i n e a r i t y  b u t  i t s  u s e  i s  r e s t r i c t e d  w h e n  n i t r o g e n - c o n t a i n i n g  
i m p u r i t i e s  a n d  s o l v e n t s  a r e  p r e s e n t  [ 1 5 ] .  
1 . 1 . 7  M i n i a t u r i s a t i o n  
T h e  n e e d  f o r  h i g h - t h r o u g h p u t  a n a l y s i s  a n d  p o i n t - o f - c a r e  t e s t i n g  h a s  
d e t e r m i n e d  t h e  i n t e r e s t  i n  m i n i a t u r i s a t i o n  o f  a n a l y t i c a l  p r o c e s s e s  [ 3 2 ] .  T h e  
r e q u i r e m e n t s  f o r  m i n i m a l  s p a c e  u s e d ,  p o r t a b i l i t y ,  e a s e  o f  m a n i p u l a t i o n ,  
i n e x p e n s i v e  m a n u f a c t u r i n g  c o s t ,  m i n i m a l  s a m p l e  a n d  r e a g e n t  c o n s u m p t i o n  h a v e  
d e t e r m i n e d  t h e  a t t r a c t i v e  f e a t u r e s  o f  m i n i a t u r i s e d  a n a l y t i c a l  s y s t e m .  T h e  
p o s s i b i l i t y  o f  h i g h - t h r o u g h p u t  p e r f o r m a n c e  o f  m i c r o s c a l e  d e v i c e s  h a s  r e s u l t e d  i n  
t h e  d e v e l o p m e n t  o f  h i g h - d e n s i t y  a r r a y s  o f  m i c r o r e a c t i o n s  w e l l s  f o r  
p h a r m a c e u t i c a l  a n a l y s i s  [ 3 3 ] .  T h e  m i c r o p l a t e s  w i t h  l a r g e  n u m b e r  o f  s m a l l e r  w e l l s  
( f i o m  1 9 2  t o  2 0 0 0 0 )  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  a t  m i n i a t u r i s e d  l e v e l  [ 3 3 ] .  A n  e x a m p l e  o f  
a  1 5 3 6 - m i c r o w e l l  p l a t e  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 . 2 .  
F i g u r e  1 . 2 . 1 5 3 6 - m i c r o w e l l  p l a t e  [ a d a p t e d  f r o m  3 3 1 .  
T h e  p e r f o r m a n c e  o f  a n a l y s i s  o n  a  m i c r o c h i p  p l a t f o r m  h a s  s h o w n  p o t e n t i a l  
i n  p h a r m a c e u t i c a l  a n a l y s i s  [ 3 3 ] .  T h e  m i c r o c h i p  c o n s i s t s  o f  m i c r o c h a n n e l s  a n d  
m i c r o c h a m b e r s  t h d t  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  i n t r a - c h i p  t r a n s f e r  o f  f l u i d  o r  
e l e c t r o p h o r e t i c  s e p a r a t i o n s  a n d  f u n c t i o n  a s  p o s t s  a n d  d a m s  f o r  s e p a r a t i o n  a n d  
i s o l a t i o n  [ 1 5 ] .  A  t y p i c a l  s i z e  o f  t h e  m i c r o c h i p  i s  1 . 5  c m  x  1 . 5  c m  a n d  a  f e w  
m i l l i m e t r e s  i n  t h i c k n e s s .  T h e  t i m e s a v i n g  b e n e f i t s  o f  m i c r o c h i p  t e c h n o l o g y  i n  
p h a - m a c e u t i c a l  a n a l y s i s  c a n  b e  d e m o n s t r a t e d  b y  t h e  e x a m p l e  o f  t h e  d e t e r m i n a t i o n  
o f  l i n c o m y c i n  i n  u r i n e  b y  m i c r o c h i p  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  w i t h  
e l e c t r o c h e m i l u m i n e s c e n c e  ( E C L )  d e t e c t i o n ,  w h i c h  w a s  p e r f o r m e d  w i t h i n  4 0  s e c  
[ 3 4 1 .  
1 . 1 . 8  N a n o t e c h n o l o g y  
N a n o t e c h n o l o g y  h a s  f o u n d  i t s  a p p l i c a t i o n  i n  p h a m a c e u t i c a l  a n a l y s i s .  
N a n o b i o s e n s o r s  h a v e  e m p l o y e d  e n z y m e s ,  a n t i b o d i e s ,  r e c e p t o r s  a n d  m o l e c u l a r  
i m p r i n t s  i n  o r d e r  t o  r e c o g n i s e  a n a l y t e s  [ 1 5 ] .  I n d i v i d u a l  c h e m i c a l  s p e c i e s  c a n  b e  
d e t e c t e d  u s i n g  n a n o p r o b e s  a n d  n a n o b i o s e n s o r s  [ 3 5 ] .  N a n o t u b e s  a r e  e n ~ p l o y e d  f o r  
t h e  e x t r a c t i o n  o f  p h a r m a c e u t i c a l s  p r i o r  t o  a n a l y s i s .  F o r  e x a m p l e ,  c a r b o x y l a t e d  
s i n g l e - w a l l e d  c a r b o n  n a n o t u b e s  ( c S W N T )  c a n  b e  a  g o o d  a l t e r n a t i v e  t o  t h e  s o l i d  
p h a s e  e x t r a c t i o n  ( S P E )  o f  n o n - s t e r o i d a l  a n t i - i n f l a m m a t o r y  d r u g s  [ 3 6 ] .  B i o -  
n a n o t u b e s  u t i l i s e  t h e  s e l e c t i v i t y  o f  a n  a n t i b o d y  t o  a  s i n g l e  e n a n t i o m e r  a n d  t h u s  c a n  
b e  u s e d  i n  c h i r a l  a n a l y s i s  [ 3 7 ] .  V a r i o u s  n a n o t e c h n o l o g i e s  h a v e  b e e n  a p p l i e d  i n  a  
l a b - o n - a - c h i p  f o r m a t  [ 3 8 ] .  A t  t h s  s c a l e  o f  a n a l y s i s  i t  i s  p o s s i b l e  t o  i n t r o d u c e  
a t t o l i t e r s  o f  s a m p l e  a n d  a c h i e v e  z e p t o m o l e  d e t e c t i o n  l i m i t s  [ 3 9 ] .  N a n o b i o s e n s o r s ,  
n a n o s a m p l e r s ,  c e l l  o r i e n t e r s ,  n a n o a n a l y s e r s ,  n a n o a r r a y s  a n d  n a n o f l u i d i c s  a r e  
b e i n g  r e c o g n i s e d  a s  b i o l o g i c a l  t o o l s  o f  t h e  k r e  [ 1 5 ] .  
F a s t e r  a n a l y s i s ,  h i g h e r  t h r o u g h p u t  a n d  m i n i t u a r i s e d  t e c h n o l o g y  a r e  t h e  
f o c u s e s  o f  m o d e r n  p h a r m a c e u t i c a l s  a n a l y s i s .  O n l y  t i m e  a n d  e x p e r i e n c e  w i l l  t e l l  
w h e t h e r  t h e  n e w  t e c h n o l o g i e s  a n d  a d v a n c e s  h a v e  d e l i v e r e d  t h e i r  p r o m i s e s  o f  
p o t e n t i a l  b e n e f i t s  [ 1 5 ] .  
1 . 2  H P L C  I N  P H A R M A C E U T I C A L  A N A L Y S I S  
I t  i s  d i f f i c u l t  t o  u n d e r e s t i m a t e  t h e  i m p o r t a n c e  o f  H P L C  f o r  p h a r m a c e u t i c a l  
a n a l y s i s .  I t  i s  u s e d  i n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  a n a l g e s i c ,  a n t i b i o t i c ,  a n t i - v i r a l ,  
a n t i h y p e r t e n s i v e ,  a n t i - d e p r e s s a n t ,  g a s t r o - i n t e s t i n a l  a n d  o t h e r  d r u g s ,  t h e  
c l a s s i f i c a t i o n  o f  w h i c h  i s  s u m m a r i s e d  i n  F i g u r e  1 . 3  [ 4 0 ] .  I n  o r d e r  t o  e x p l a i n  t h e  
p r e d o m i n a n t  p o s i t i o n  o f  H P L C  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  r e v e a l  f e a t u r e s  d e t e r m i n i n g  i t s  
s u i t a b i l i t y  a n d  a t t r a c t i v e n e s s  t o  t h e  p h a r m a c e u t i c a l  a n a l y s i s .  T h e  s e p a r a t i o n  
m e c h a n i s m  i n  c h r o m a t o g r a p h y  i s  b a s e d  u p o n  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  a n a l y t e s  b e t w e e n  
t w o  p h a s e s ,  a  s t a t i o n a r y  a n d  a  m o b i l e  p h a s e  [ 4 1 ] .  A b o u t  7 5  %  o f  c u r r e n t  H P L C  
a n a l y s e s  a r e  p e r f o r m e d  i n  r e v e r s e d - p h a s e  m o d e  [ 1 4 ] ,  w h e r e  t h e  r e t e n t i o n  i s  b a s e d  
o n  d i s t r i b u t i o n  b e t w e e n  a  n o n p o l a r  s t a t i o n a r y  p h a s e  a n d  a  p o l a r  m o b i l e  p h a s e .  
F i g u r e  1 . 3 .  C l a s s i f i c a t i o n  ( b a s e d  o n  a n a l y t i c a l  a b s t r a c t s )  o f  d r u g s  a n a l y s e d  b y  H P L C  
d u r i n g  1 9 9 5 - 2 0 0 1  [ a d a p t e d  f r o m  4 0 1 .  
H P L C  o f f e r s  h i g h  r e s o l u t i o n ,  g o o d  r e p r o d u c i b i l i t y ,  h i g h  s e n s i t i v i t y  a n d  
l o w  l i m i t s  o f  d e t e c t i o n .  T h e  d r a w b a c k s  o f  t h e  t e c h n i q u e  i n c l u d e  t h e  r e l a t i v e l y  
l o n g  t i m e  o f  a n a l y s i s ,  l o w  e f f i c i e n c i e s  o f  s e p a r a t i o n ,  t h e  g e n e r a t i o n  o f  e x c e s s i v e  
a m o u n t s  o f  s o l v e n t s  u s e d  a s  m o b i l e  p h a s e ,  l a r g e  v o l u m e s  o f  s a m p l e  r e q u i r e d  f o r  
a n a l y s i s  a n d  t h e  s u b s t a n t i a l  c o s t  o f  t h e  e q u i p m e n t .  T h e  d e m a n d  f o r  h i g h  q u a l i t y  
s e p a r a t i o n  a n d  h i g h  s a m p l e  t h r o u g h p u t  i n  t h e  l a b o r a t o r y  h a s  d e t e r m i n e d  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  w a y s  t o  i n c r e a s e  t h e  s p e e d  a n d  e f f i c i e n c y  o f  a n a l y s i s  w i t h o u t  
d a m a g i n g  t h e  r e s o l u t i o n .  S u c h  a d v a n t a g e s  o f  H P L C  t e c h n o l o g y  i n c l u d e  t h e  u s e  o f  
m o n o l i t h i c  c o l u m n s ,  s m a l l  p a r t i c l e  c o l u m n s ,  h i g h  p r e s s u r e  a n d  h i g h  t e m p e r a t u r e  
[ 2 7 ] .  V a r y i n g  s t a t i o n a r y  p h a s e ,  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  m o b i l e  p h a s e ,  g r a d i e n t  e l u t i o n ,  
t e m p e r a t u r e  a n d  t h e  c h o i c e  o f  t h e  d e t e c t o r  a l l o w s  t h e  s e p a r a t i o n  t o  b e  a c h i e v e d .  
1 . 2 . 1  S e p a r a t i o n  i n  H P L C  
T h e  m a j o r i t y  o f  t h e  m e t h o d s  i n  p h a r m a c e u t i c a l  a n a l y s i s  e m p l o y  r e v e r s e d  
p h a s e  H P L C  w i t h  s i l i c a - b a s e d  b o n d e d  C s  a n d  C 1 8  a l k y l  s t a t i o n a r y  p h a s e s  [ 2 7 ] .  
G e n e r a l l y ,  m o b i l e  p h a s e  i s  s u p p l i e d  o n t o  t h e  c o l u m n  w i t h  a  f l o w  r a t e  o f  1  m L  
m i n - ' .  W i t h  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  t h e  s e p a r a t i o n  o f  p h a r m a c e u t i c a l s  c a n  r e s u l t  i n  a n  
a n a l y s i s  t i m e  o f  s e v e r a l  m i n u t e s ,  s u c h  a s  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a c t i v e  s u b s t a n c e  
i n d o m e t h a c i n  a n d  i t s  t w o  i m p u r i t i e s  w h i c h  l a s t e d  j u s t  u n d e r  7 . 5  m i n  [ 4 2 ] .  I n  t h e  
c a s e  o f  c o m p l i c a t e d  m i x t u r e s ,  g r a d i e n t  e l u t i o n  i s  r e q u i r e d .  T h i s  h o w e v e r  a d d s  t o  
t h e  c o m p l e x i t y  o f  t h e  a n a l y s i s  a n d  a l s o  r e q u i r e s  a  s i g n i f i c a n t  a m o u n t  o f  t i m e .  F o r  
e x a m p l e ,  t h e  a n a l y s i s  o f  1 9  a n t i r e t r o v i r a l  a g e n t s  o n  a  C t b  c o l u m n  w i t h  g r a d i e n t  o f  
t h e  p h o s p h a t e  b u f f e r  a n d  a c e t o n i t r i l e  r e s u l t e d  i n  5 0  m i n  o f  a n a l y s i s  t i m e  [ 4 3 ] .  
1 . 2 . 2  D e t e c t i o n  i n  H P L C  
T h e  c h o i c e  o f  s u i t a b l e  d e t e c t i o n  f o r  H P L C  s e p a r a t i o n s  i s  o f  g r e a t  
i m p o r t a n c e  i n  o r d e r  t o  e n s u r e  t h a t  a l l  c o m p o n e n t s  a r e  d e t e c t e d .  W h i l e  u s i n g  U V  
d e t e c t i o n ,  t h e  m u l t i p l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  o r  a  p h o t o d i o d e - a r r a y  d e t e c t o r  a l l o w  
t h e  d e t e c t i o n  o f  a l l  c o m p o n e n t s .  A l t h o u g h  t h e  U V  d e t e c t o r  i s  w i d e l y  e m p l o y e d  i n  
p h a r m a c e u t i c a l  a n a l y s i s  [ 4 0 ] ,  i t  d o e s  n o t  a l l o w  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  ( L O D )  v a l u e s  a s  
l o w  a s  s o m e  o t h e r  m o r e  s e n s i t i v e  d e t e c t i o n  t e c h n i q u e s .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  H P L C -  
U V  d e t e r m i n a t i o n  o f  a n t i - i n f l a m m a t o r y  p h a r m a c e u t i c a l s  ( n a p r o x e n ,  k e t o p r o f e n ,  
i b u p r o f e n ,  d i c l o f e n a c ,  p i r o x i c a m ,  n i m e s u l i d e  a n d  p a r a c e t a m o l )  w a s  c h a r a c t e r i s e d  
b y  L O D s  f r o m  3 6  t o  8 3 0 0  n g  m ~ - '  [ 4 4 ] .  W h e n  e m p l o y i n g  E S I - M S  w i t h  t h e  s a m e  
s e p a r a t i o n ,  t h e  L O D s  w e r e  i n  a  r a n g e  o f  7  -  2 0 0  n g  m ~ - ' .  F l u o r e s c e n c e ,  
r e f r a c t i v e - i n d e x  a n d  e l e c t r o c h e m i c a l  d e t e c t o r s  a r e  e m p l o y e d  f o r  s p e c i f i c  
a p p l i c a t i o n s  [ 4 0 ] .  
1 . 2 . 3  M e t h o d  v a l i d a t i o n  
H P L C  m e t h o d s  a r e  u s u a l l y  h i g h l y  r o b u s t .  T h u s ,  p r e c i s i o n  i n  t h e  H P L C  
m e t h o d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  a n t i r e t r o v i r a l  a g e n t s  w a s  l e s s  t h a n  1 %  [ 4 3 ] .  I n  t h e  
m e t h o d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  a n t i - i n f l a m m a t o r y  p h a r m a c e u t i c a l s  [ 4 4 ]  i t  w a s  
r e p o r t e d  t o  b e  l e s s  t h a n  1 . 5 % .  H P L C  o f f e r s  l e s s  s e p a r a t i o n  e f f i c i e n c y  t h a n  o t h e r  
s e p a r a t i o n  t e c h n i q u e s  s u c h  a s  C E ,  G C  o r  S F C  [ 1 4 ] .  T h e  s e p a r a t e d  p e a k s  a r e  
g e n e r a l l y  c h a r a c t e r i s e d  b y  s e v e r a l  t h o u s a n d  t h e o r e t i c a l  p l a t e s .  F o r  e x a m p l e ,  i n  t h e  
H P L C  m e t h o d  t h e  e f f i c i e n c y  o f  i n d o m e t h a c i n  w a s  7 6 5 5  t h e o r e t i c a l  p l a t e s ,  w h i l e  
t h e  e f f i c i e n c i e s  o f  t h e  t w o  i m p u r i t i e s  w e r e  e v e n  l o w e r  [ 4 2 ] .  T h e  l o w  e f f i c i e n c y  o f  
H P L C  p e r f o r m a n c e  r e s t r i c t s  t h e  a m o u n t  o f  c o m p o u n d s  t h a t  c a n  b e  s e p a r a t e d  i n  a  
s i n g l e  r u n .  T y p i c a l l y ,  i t  i s  d i f f i c u l t  t o  s e p a r a t e  m o r e  t h a n  2 0  c o m p o u n d s  i n  H P L C  
a n d  g r a d i e n t  e l u t i o n  i s  u s u a l l y  r e q u i r e d  [ 4 5 ] .  
1 . 2 . 4  H P L C  f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  c h i r a l  p h a r m a c e u t i c a l s  
O n e  o f  t h e  m a i n  c h a l l e n g e s  o f  p h a r m a c e u t i c a l  a n a l y s i s  i s  t h e  e n a n t i o m e r i c  
s e p a r a t i o n  a n d  q u a n t i f i c a t i o n  o f  d r u g s  [ I ] .  T h e  r e s o l v i n g  p o w e r  o f  H P L C  h a s  b e e n  
e m p l o y e d  i n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  e n a n t i o m e r i c  p u r i t y  o f  t h e r a p e u t i c  d r u g s ,  
w h i c h  a r e  u s e d  a s  p u r e  e n a n t i o m e r s ,  a n d  t h e  a n a l y s i s  o f  r a c e m i c  m i x t u r e s  i n  
b i o l o g i c a l  s a m p l e s .  T h e  e m p l o y m e n t  o f  c h r a l  s t a t i o n a r y  p h a s e s  i n  H P L C  c o l u m n s  
i s  o n e  i m p o r t a n t  a p p r o a c h  t o  t h i s  p r o b l e m .  T h u s ,  s t e r e o i s o m e r s  o f  t h e  n o n -  
s t e r o i d a l  a n t i - i n f l a m m a t o r y  d r u g  4 - d i h y d r o f l o b u f e n  l a c t o n e  w e r e  s u c c e s s f u l l y  
s e p a r a t e d  o n  a  h y d r o x y p r o p y l - P - c y c l o d e x t r i n  s t a t i o n a r y  p h a s e  [ 4 6 ] .  A d d i t i o n a l l y ,  
t h e  c h i r a l  m o d i f i e r  c a n  b e  a d d e d  t o  t h e  m o b i l e  p h a s e .  H P L C  s e p a r a t i o n  o f  
d o x a z o s i n  e n a n t i o m e r s  w a s  r e p o r t e d  u s i n g  c a r b o x y m e t h y l - P - c y c l o d e x t r i n  a s  a n  
additive in mobile phase [47]. Chiral analysis of pharmaceuticals is the area 
explored extremely in CE, this wi11 be discussed Iater. 
Acknowledging the achievements of the HPLC in the current 
pharmaceutical analysis and recegnising its limitations, i.e. time of analysis and 
sepamtian cficiency, it is important for alternative methods of analysis to be 
given an opportunity to utilise their unique advantages in this area. This thesis 
explores the potential of capillary dectrophoxesis in the analysis of 
p harmaceuticnls. 
1 . 3  P R I N C I P L E S  O F  C A P I L L A R Y  E L E C T R O P H O R E S I S  
1 . 3 . 1  I n t r o d u c t i o n  
C a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  i s  a  p o w e r f u l  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e  w h i c h  
c o m b i n e s  t h e  s e p a r a t i o n  m e c h a n i s m  o f  e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  t h e  i n s t r u m e n t a l  
c o n c e p t  o f  c h r o m a t o g r a p h y .  T h e  o u t s t a n d i n g  a n a l y t i c a l  s t r e n g t h  o f  C E  i s  i n  i t s  
v a s t  r e s o l v i n g  p o w e r ,  h i g h  s p e e d  o f  a n a l y s i s  a n d  h i g h  e f f i c i e n c y  o f  s e p a r a t i o n s .  
C a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e t i c  m e t h o d s  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  
c o m p o u n d s  r a n g i n g  f r o m  s m a l l  m o l e c u l e s  [ 4 8 ,  4 9 1  t o  m a c r o m o l e c u l e s  1 5 0 ,  5 1 1 .  
T h e  a n a l y s i s  o f  p h a r m a c e u t i c a l s  u s i n g  C E  [ 5 2 - 5 4 1  h a s  b e c o m e  i n c r e a s i n g l y  
p o p u l a r  i n  r e c e n t  y e a r s .  
T h e  p o w e r f u l  m e c h a n i s m  o f  t h e  t e c h n i q u e  i s  b a s e d  o n  t h e  p r i n c i p a l  t h a t  
c h a r g e d  p a r t i c l e s  w i l l  m i g r a t e  t o w a r d s  t h e  o p p o s i t e  p o l e  a n d  s e p a r a t e  f r o m  e a c h  
o t h e r  a c c o r d i n g  t o  t h e i r  p h y s i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s .  T h e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  s e p a r a t i o n  
m e c h a n i s m s  o f  C E  a n d  t h o s e  o f  c h r o m a t o g r a p h y  m a k e s  C E  a  p o t e n t i a l  a l t e r n a t i v e  
o r  c o m p l e m e n t a r y  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e  t o  h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  
c h r o m a t o g r a p h y .  O t h e r  a t t r a c t i v e  f e a t u r e s  o f  C E  a r e  m i n i m a l  s a m p l e  a n d  r e a g e n t s  
c o n s u m p t i o n ,  a  f u l l y  a u t o m a t e d  p r o c e s s  o f  s e p a r a t i o n  a n d  a v a i l a b i l i t y  o f  d i f f e r e n t  
m o d e s  o f  o p e r a t i o n  t o  t a c k l e  a  w i d e  v a r i e t y  o f  s e p a r a t i o n  p r o b l e m s .  
I n  o r d e r  t o  i n t r o d u c e  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s ,  t h e  b a s i c  p r i n c i p l e s  a n d  
i n s t r u m e n t a t i o n  o f  t h e  t e c h n i q u e  a l o n g  w i t h  p o s s i b i l i t i e s  o f  a n a l y s i s  i n  d i f f e r e n t  
m o d e s  a r e  r e v e a l e d .  I t s  a p p l i c a t i o n  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  p h a r m a c e u t i c a l s  i s  e x p l o r e d .  
1 . 3 . 2  C o m p o n e n t s  o f  a  C E  s y s t e m  
T h e  b a s i c  c o n f i g u r a t i o n  o f  t h e  C E  s y s t e m  i s  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  1 . 4 .  T h e  
n a r r o w - b o r e  f u s e d  s i l i c a  c a p i l l a r y  i s  t h e  c o m p o n e n t  o f  t h e  s y s t e m  w h e r e  t h e  a c t u a l  
s e p a r a t i o n  o f  a n a l y t e s  t a k e s  p l a c e .  T h e  i n t e r n a l  d i a m e t e r  o f  t h e  c a p i l l a r y  o f  1 0  -  
1 0 0  p m  p r o v i d e s  e f f i c i e n t  h e a t  d i s s i p a t i o n ,  w h i c h  a l l o w s  s e p a r a t i o n  t o  b e  
p e r f o r m e d  a t  h i g h  f i e l d  s t r e n g t h .  T h e  e n d s  o f  t h e  c a p i l l a r y  a r e  p l a c e d  i n  t w o  b u f f e r  
r e s e r v o i r s  a l o n g  w i t h  t w o  e l e c t r o d e s ,  w h i c h  m a k e  e l e c t r i c a l  c o n t a c t  b e t w e e n  t h e  
h i g h  v o l t a g e  p o w e r  s u p p l y  a n d  t h e  c a p i l l a r y .  A f t e r  f i l l i n g  t h e  c a p i l l a r y  w i t h  b u f f e r ,  
a  s m a l l  a m o u n t  o f  s a m p l e  i s  i n t r o d u c e d  a t  o n e  c a p i l l a r y  e n d  b y  a n  e l e c t r o k i n e t i c  o r  
h y d r o d y n a m i c  t e c h n i q u e .  S e p a r a t i o n s  a r e  p e r f o r m e d  i n  a n  e l e c t r i c  f i e l d  b y  
a p p l y i n g  h i g h  v o l t a g e s  o f  b e t w e e n  5  a n d  3 0  k V  a l o n g  t h e  c a p i l l a r y ,  t y p i c a l l y  
f o l l o w e d  b y  t h e  d e t e c t i o n  o n - c o l u m n  w i t h  a  s e n s o r  p l a c e d  a t  t h e  o u t l e t  e n d  [ 5 5 ] .  
-  
v o l t a g e  s u p p l y  
F i g u r e  1 . 4 .  B a s i c  c o n f i g u r a t i o n  o f  t h e  C E  s y s t e m .  
1 . 3 . 3  E l e c t r o p h o r e t i c  m i g r a t i o n  
T h e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  v e l o c i t i e s  o f  a n a l y t e s  i n  a n  e l e c t r i c  f i e l d  i s  t h e  r e a s o n  
f o r  t h e i r  s e p a r a t i o n  i n  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s .  T h e  v e l o c i t y  o f  t h e  s o l u t e  i o n  c a n  
b e  d e s c r i b e d  b y  E q u a t i o n  1 . 1  [ 5  5 1 :  
v = p , E  E q u a t i o n  1 . 1  
w h e r e  v  =  i o n  v e l o c i t y ,  p ,  =  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y ,  a n d  E  =  a p p l i e d  e l e c t r i c  
f i e l d .  
M o b i l i t y  i s  r e l a t e d  t o  p h y s i c a l  p a r a m e t e r s  b y  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n :  
E q u a t i o n  1 . 2  
w h e r e  q  =  i o n  c h a r g e ,  q  =  s o l u t i o n  v i s c o s i t y ,  r  =  i o n  r a d i u s .  
T h i s  e q u a t i o n  s h o w s  t h a t  s m a l l ,  h i g h l y  c h a r g e d  s p e c i e s  h a v e  h i g h  
m o b i l i t i e s ;  a t  t h e  s a m e  t i m e  l a r g e ,  m i n i m a l l y  c h a r g e d  s p e c i e s  h a v e  l o w  m o b i l i t i e s .  
T h e  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t i e s  c a n  b e  f o u n d  i n  t a b l e s  a s  p h y s i c a l  c o n s t a n t s ,  w h i c h  
d e t e r m i n e  w h e n  t h e  a n a l y t e  i s  f u l l y  c h a r g e d  a n d  i n f i n i t e  d i l u t i o n  i s  a s s u m e d .  
M o b i l i t i e s  t h a t  a r e  d e t e r m i n e d  e x p e r i m e n t a l l y  -  e f f e c t i v e  m o b i l i t i e s  -  a r e  d i f f e r e n t  
a n d  d e p e n d  o n  p H  a n d  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  b u f f e r .  
1 . 3 . 4  E l e c t r o o s m o t i c  f l o w  
E l e c t r o o s m o t i c  f l o w  ( E O F )  i s  a  c e n t r a l  p o i n t  o f  C E  s e p a r a t i o n .  T h e  w a l l s  
o f  a  f u s e d  s i l i c a  c a p i l l a r y  c o n t a i n  s i l a n o l  g r o u p s ,  w h i c h  a r e  i o n i s e d  a b o v e  p H  4  
[ 5 5 ] .  T h e  d e p r o t o n a t e d  c a p i l l a r y  w a l l s  h a v e  a  n e t  n e g a t i v e  c h a r g e  a n d  w h e n  i n  
c o n t a c t  w i t h  a q u e o u s  s o l u t i o n ,  a n  e x c e s s  o f  c o u n t e r i o n s  i s  i m m o b i l i s e d  i n  t h e  
S t e r n  l a y e r  n e x t  t o  t h e  c h a r g e d  s u r f a c e .  A t  t h e  s a m e  t i m e ,  a  m o b i l e  e x c e s s  o f  
c o u n t e r i o n s  f o r m s  t h e  d i f f u s e  l a y e r  ( G o u y  l a y e r )  [ 5 6 ] .  T h e s e  t w o  l a y e r s  r e p r e s e n t  
a n  e l e c t r i c  d o u b l e  l a y e r  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 . 5 .  T h e  b o r d e r  l i n e  b e t w e e n  S t e r n  
l a y e r  a n d  G o u y  l a y e r  i s  c a l l e d  t h e  s h e a r  p l a n e .  T h e  e l e c t r i c  p o t e n t i a l  a t  t h e  s h e a r  
p l a n e  i s  d e f i n e d  t o  b e  z e t a  p o t e n t i a l  [ 5 7 ] .  
E l e c t r i c  
d o u i b l r  
l a t t e r  
F i g u r e  1 . 5 .  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  e l e c t r i c a l  d o u b l e  l a y e r  [ a d a p t e d  f r o m  
5 8 1 .  
W h e n  a n  e l e c t r i c  f i e l d  i s  a p p l i e d ,  t h e  p o s i t i v e  i o n s  a t  t h e  c a p i l l a r y  w a l l  
m i g r a t e  t o w a r d s  t h e  c a t h o d e .  T h i s  m o t i o n  o f  t h e  e x c e s s  o f  c o u n t e r i o n s  o f  t h e  
e l e c t r i c  d o u b l e  l a y e r  r e s u l t s  i n  a  b ~ d k  f l o w  w i t h i n  t h e  c a p i l l a r y  -  e l e c t r o o s m o t i c  
f l o w  ( F i g u r e  1 . 6 ) .  T h i s  b u l k  f l o w  h a s  a  f l a t  p r o f i l e  f o r m e d  b y  t h e  u n i f o r m  
d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  m i g r a t i n g  s o l u t e  i o n s  a l o n g  t h e  c a p i l l a r y  a n d  i n  c o n v e n t i o n a l  
s y s t e m s  m o v e s  t o w a r d s  t h e  c a t h o d e  [ 5 9 ] .  E O F  c a u s e s  m o v e m e n t  o f  a l l  p a r t i c l e s  i n  
t h e  c a p i l l a r y :  n e u t r a l  s p e c i e s  a n d  i o n s  a r e  a l l  d r a w n  t o  t h e  c a t h o d e  r e g a r d l e s s  o f  
c h a r g e .  T h i s  p h e n o m e n o n  m a k e s  p o s s i b l e  t h e  r e s o l u t i o n  o f  c h a r g e d  a n d  n e u t r a l  
s p e c i e s .  
F i g u r e  1 . 6 .  R e p r e s e n t a t i o n  o f  E O F  i n  n o r m a l  p o l a r i t y  w i t h  t h e  d e t e c t i o n  a t  t h e  
c a t h o d e .  
T h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  E O F  i s  r e l a t e d  t o  t h e  z e t a  p o t e n t i a l  a n d  c a n  b e  
d e f i n e d  i n  t e r m s  o f  v e l o c i t y  o r  m o b i l i t y  [ 5 5 ] :  
t h e n  
E q u a t i o n  1 . 3  
E q u a t i o n  1 . 4  
w h e r e  V E O F  =  ~ E O F  E ,  V E O F  =  E O F  v e l o c i t y ,  ~ E O F  =  E O F  m o b i l i t y ,  5  =  z e t a  
p o t e n t i a l ,  E  =  d i e l e c t r i c  c o n s t a n t .  
W h i l e  E O F  i s  u s u a l l y  b e n e f i c i a l ,  i t  i s  s t i l l  e s s e n t i a l  t o  c o n t r o l  i t  t o  r e a l i s e  
t h e  f u l l  p o t e n t i a l  o f  t h e  t e c h n i q u e .  I n  o r d e r  t o  d e c r e a s e  E O F ,  s e v e r a l  
m e t h o d o l o g i e s  c a n  b e  e m p l o y e d ,  s u c h  a s  d e c r e a s i n g  t h e  p H  o f  t h e  r u n  b u f f e r  
a n d / o r  t h e  a p p l i e d  v o l t a g e ,  i n c r e a s i n g  t h e  i o n i c  s t r e n g t h  o f  t h e  b u f f e r  a n d / o r  
v i s c o s i t y  a n d  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  r u n  b u f f e r  w i t h  a d d i t i v e s  [ 5 5 ] .  
1 . 3 . 5  A n a l y t i c a l  p a r a m e t e r s  
C E  a n a l y t i c a l  p a r a m e t e r s  c a n  b e  d e s c r i b e d  i n  t e r m s  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  
c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  [ 5 5 ] .  T h e  s o l u t e  m o b i l i t y  c a n  b e  c a l c u l a t e d  u s i n g  
m i g r a t i o n  t i m e  a n d  o t h e r  e x p e r i m e n t a l  p a r a m e t e r s :  
E q u a t i o n  1 . 5  
w h e r e  p a  =  p e  +  ~ E O F ,  V  =  a p p l i e d  v o l t a g e ,  t  =  m i g r a t i o n  t i m e ,  1  =  e f f e c t i v e  
c a p i l l a r y  l e n g t h  ( t o  t h e  d e t e c t o r ) ,  L  =  t o t a l  c a p i l l a r y  l e n g t h .  
T h e  b a s i s  o f  s e p a r a t i o n  i n  C E  i s  t h e  d i f f e r e n c e  i n  s o l u t e  m o b i l i t y .  T h i s  
d i f f e r e n c e  i s  e s s e n t i a l  t o  r e s o l v e  z o n e s  f r o m  e a c h  o t h e r  a n d  d e p e n d s  o n  t h e  l e n g t h  
o f  t h e  z o n e s .  D i s p e r s i v e  p r o c e s s e s  t h a t  o c c u r  i n  t h e  c a p i l l a r y  d e t e r m i n e  z o n e  
l e n g t h .  D i s p e r s i o n  o f  d i s c r e t e  z o n e s  i n  C E  r e s u l t s  f r o m  d i f f e r e n c e s  i n  s o l u t e  
v e l o c i t y  w i t h i n  t h a t  z o n e .  D i s p e r s i o n  o f  a  p e a k  d u e  t o  m o l e c u l a r  d i f f u s i o n  i s  
d e s c r i b e d  b y  E q u a t i o n  1 . 6  [ 5 5 ] .  
a 2  =  2 D t  E q u a t i o n  1 . 6  
w h e r e  a  =  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  t h e  p e a k  ( i n  t i m e ,  l e n g t h  o r  v o l u m e ) ,  D  =  
d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  o f  t h e  a n a l y t e s .  
T h e  c a u s e  o f  t h e  d i s p e r s i o n  c a n  b e  J o u l e  h e a t i n g ,  i n j e c t i o n  p l u g  l e n g t h  a n d  
a n a l y t e  a d s o r p t i o n  t o  t h e  c a p i l l a r y  w a l l .  T h e  u n d e s i r a b l e  e f f e c t  o f  J o u l e  h e a t i n g  o n  
a  C E  s e p a r a t i o n  i n c l u d e s  E O F  v a r i a t i o n  a n d  t h e  r e s u l t i n g  r e p r o d u c i b i l i t y  p r o b l e m s  
a n d  a l s o  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  p a r a b o l i c  f l o w  p r o f i l e ,  w h i c h  c a n  i m p a c t  u p o n  p e a k  
s e p a r a t i o n  e f f i c i e n c y .  A p p l i c a t i o n  o f  l o w e r  v o l t a g e  a n d  c a p i l l a r i e s  w i t h  s m a l l e r  
i n t e r n a l  d i a m e t e r  w i l l  r e d u c e  t h e  a m o u n t  o f  h e a t  p r o d u c e d  a n d  i n d u c e  h e a t  
d i s s i p a t i o n  i n  t h e  s y s t e m .  
A  f l a t  f l o w  p r o f i l e  i n  C E  r e s u l t s  i n  h i g h  s e p a r a t i o n  e f f i c i e n c i e s .  T h e  
e f f i c i e n c y ,  e x p r e s s e d  i n  n u m b e r s  o f  t h e o r e t i c a l  p l a t e s  i s :  
E q u a t i o n  1 . 7  
F r o m  t h i s  e q u a t i o n ,  i t  i s  e v i d e n t  t h a t  a t  h i g h  f i e l d ,  t h e  s o l u t e  s p e n d s  l e s s  
t i m e  i n  t h e  c a p i l l a r y  a n d  h a s  l e s s  t i m e  t o  d i f f u s e .  T h i s  e q u a t i o n  s h o w s  t h a t  t h e  
d i s p e r s i o n  o f  l a r g e  m o l e c u l e s  ( s u c h  a s  p r o t e i n )  t h a t  h a v e  a  l o w  d i f f u s i o n  
c o e f f i c i e n t  i s  l e s s  t h a n  t h a t  o f  s m a l l  m o l e c u l e s .  
T h e  t h e o r e t i c a l  p l a t e  n u m b e r  c a n  b e  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  
e l e c t r o p h e r o g r a m :  
E q u a t i o n  1 . 8  
w h e r e  w 5  =  p e a k  w i d t h  a t  h a l f  h e i g h t .  
R e s o l u t i o n  o f  a n a l y t e s  i s  t h e  m a i n  g o a l  o f  a  s e p a r a t i o n  m e t h o d .  P e a k  s i z e  
a n d  s h a p e  m a y  a f f e c t  t h e  r e s o l u t i o n  1 6 0 3 .  R e s o l u t i o n  i s  d e t e r m i n e d  f r o m  
e l e c t r o p h e r o g m  a s :  
w h e r e  w  =  b a s e l i n e  p e a k  w i d t h  ( i n  t i m e ) .  
T h e  e f f e c t  o f  E O F  o n  r e s o l u t i o n  c a n  b e  d e s c r i b e d  a s  
E q u a t i o n  1 . 9  
E q u a t i o n  1 . 1 0  
w h e r e  A p  =  p z -  pi a n d  f L  = ( P I +  p l )  1 2 .  
R e s o l u t i o n  i s  s h o w n  t o  b e  b e t t e r  w i t h  l o n g e r  c a p i l l a r i e s  a n d  h i g h e r  v o I t a g e  
a p p l i e d ,  B u t  g e n e r a t i o n  o f  J o u I e  h e a t i n g  a n d  l o n g  t i m e s  o f  a n a l y s i s  s h o u l d  b e  
t a k e n  i n t o  a c c o u n t  [ 6 0 ] .  H i g h  E O F  p r o v i d e s  b e t t e r  r e s o l u t i o n  o f  p e a k s  m i g r a t i n g  
i n  t h e  o p p o s i t e  d i r e c t i o n  t o  EEOF [ 6 1 ] .  
1 . 4  V E R S A T I L I T Y  O F  C E  
O n e  o f  t h e  a d v a n t a g e s  o f  C E  i s  t h a t  i t  i s  a  v e r y  f l e x i b l e  t e c h n i q u e ;  i t  c a n  b e  
a d j u s t e d  f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  a  v a r i e t y  o f  c o m p o u n d s  d u e  t o  i t s  n u m e r o u s  m o d e s  
o f  o p e r a t i o n .  D i f f e r e n t  m o d e s  o f  C E  s e p a r a t i o n s  c a n  b e  p e r f o r m e d  u s i n g  a  
s t a n d a r d  C E  i n s t r u m e n t .  
T h e  d i s t i n c t  c a p i l l a r y  e l e c t r o s e p a r a t i o n  m e t h o d s  i n c l u d e  c a p i l l a r y  z o n e  
e l e c t r o p h o r e s i s  ( C Z E ) ,  c a p i l l a r y  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( C G E ) ,  m i c e l l a r  e l e c t r o k i n e t i c  
c h r o m a t o g r a p h y  ( M E K C ) ,  c a p i l l a r y  e l e c t r o c h r o m a t o g r a p h y  ( C E C ) ,  c a p i l l a r y  
i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  ( I F ) ,  c a p i l l a r y  i s o t a c h o p h o r e s i s  ( I T P )  [ 6 2 ] .  S o m e  o f  t h e s e  a n d  
o t h e r  m e t h o d  d e v e l o p m e n t  o p t i o n s  t h a t  a r e  o f  p a r t i c u l a r  i n t e r e s t  f o r  t h i s  w o r k  a r e  
e x p l o r e d  b e l o w .  
1 . 4 . 1  C a p i l l a r y  z o n e  e l e c t r o p h o r e s i s  
C a p i l l a r y  z o n e  e l e c t r o p h o r e s i s  i s  t h e  s i m p l e s t  m o d e  o f  C E  m a i n l y  b e c a u s e  
t h e  c a p i l l a r y  i s  o n l y  f i l l e d  w i t h  a  b u f f e r .  S e p a r a t i o n  o c c u r s  b e c a u s e  a n a l y t e s  
m i g r a t e  i n  d i s c r e t e  z o n e s  a t  d i f f e r e n t  v e l o c i t i e s  d u e  t o  t h e  d i f f e r e n c e  i n  t h e i r  m a s s -  
t o - c h a r g e  r a t i o .  S e p a r a t i o n  o f  s m a l l  a n d  l a r g e  m o l e c u l e s  i s  p e r f o r m e d ,  i n c l u d i n g  
t h e  s m a l l e s t  m o l e c u l e s  w i t h  s l i g h t  m a s s - t o - c h a r g e  r a t i o  d i f f e r e n c e s .  C a t i o n i c  a n d  
a n i o n i c  a n a l y t e s  c a n  b e  s e p a r a t e d  i n  C Z E .  S e p a r a t i o n  o f  n e u t r a l  a n a l y t e s  f r o m  
e a c h  o t h e r  i s  n o t  a l l o w e d ,  t h e y  a l l  c o m i g r a t e  w i t h  t h e  E O F .  
A  w i d e  r a n g e  o f  b u f f e r s  c a n  b e  e m p l o y e d  i n  C E .  T h e  m o s t  c o m m o n  a r e  
s h o w n  i n  t h e  T a b l e  1 . 2  [ 5 5 ] .  T h e  r o l e  o f  t h e  b u f f e r  i s  t o  p r o v i d e  p r e c i s e  c o n t r o l  o f  
p H .  T h i s  i s  i m p o r t a n t  d u e  t o  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  m o b i l i t y  a n d  e l e c t r o o s m o s i s  t o  
c h a n g e s  i n  p H  [ 6 3 ] .  T h e  b u f f e r  a l s o  g i v e s  i o n i c  s t r e n g t h ,  w h i c h  i s  e s s e n t i a l  f o r  
e l e c t r i c a l  c o n t i n u i t y .  T h e  r u n  b u f f e r  s h o u l d  m e e t  s e v e r a l  c r i t e r i a ,  s u c h  a s  g o o d  
b u f f e r i n g  c a p a c i t y  a t  c h o s e n  p H ,  l o w  a b s o r b a n c e  a t  t h e  w a v e l e n g t h  o f  d e t e c t i o n ,  
l o w  m o b i l i t y  ( i m p l y i n g  l a r g e ,  m i n i m a l l y - c h a r g e d  i o n s )  t o  m i n i m i z e  c u r r e n t  
g e n e r a t i o n  [ 5 5 ] .  
T a b l e  1 . 2 .  C o m m o n l y  u s e d  b u f f e r s  [ 5 5 ] .  
B u f f e r  P K ~  
P h o s p h a t e  2 . 1 2  ( 1 )  
A c e t a t e  
2 - ( N - M o r p h o 1 i n o ) - e t h a n e s u l f o n i c  a c i d  ( M E S )  
P i p e r a z i n e - N , N ' - b i s ( e t h a n e s u 1 f o n i c  a c i d ( P 1 P E S ) )  
P h o s p h a t e  7 . 2 1  ( 2 )  
N - 2 - H y d r o x y e t h y l p i p e r a z i n e - N ' - 2 - e t h a n e s u l f o n i c  a c i d  ( H E P E S )  7 . 5 5  
T r i s - ( h y d r o x y r n e t h y 1 ) a m i n o m e t h a n e  ( T r i s )  
B o r a t e  
C y c l o h e x y l a m i n o -  1  - p r o p a n e  s u l f o n i c  a c i d  ( C A P S )  
1 0 . 4  
P h o s p h a t e  1 2 . 3 2  ( 3 )  
T h e  p H  v a l u e  o f  t h e  r u n  b u f f e r  c o n t r o l s  t h e  d e g r e e  o f  i o n i s a t i o n  o f  t h e  
s i l i c a  a n d  t h i s  i s  w h y  i t  i n f l u e n c e s  t h e  m a g n i t u d e  o f  E O F  i n  C E .  T h e  n e t  n e g a t i v e  
c h a r g e  o n  t h e  c a p i l l a r y  w a l l  i n c r e a s e s  a t  h g h  p H .  T h e  E O F  g e n e r a t e d  b y  a l k a l i n e  
p H  v a l u e s  w i l l  t h e r e f o r e  b e  g r e a t e r  t h a n  t h a t  a t  l o w e r  p H  v a l u e s ,  r e s u l t i n g  i n  a  
f a s t e r  s e p a r a t i o n .  I n  n o r m a l  p o l a r i t y ,  c a t i o n s  w i l l  p o s s e s s  t h e  h i g h e s t  v e l o c i t y  d u e  
t o  e l e c t r o p h o r e t i c  a t t r a c t i o n  t o  t h e  c a t h o d e  a n d  t h e  s a m e  d i r e c t i o n  a s  t h e  E O F .  T h e  
v e l o c i t y  o f  a n i o n s  i s  l o w e r  t h a n  t h a t  o f  E O F  a s  t h e i r  e l e c t r i c  a t t r a c t i o n  i n  t h e  
o p p o s i t e  d i r e c t i o n  t o  t h e  E O F  [ 6 4 ] .  
T h e  p H  r a n g e  w h e r e  b u f f e r  s h o w s  m a x i m u m  c a p a c i t y  d e p e n d s  o n  i t s  p K a  
v a l u e  [ 6 5 ] .  G e n e r a l l y  t h e  w o r k i n g  r a n g e  o f  a  b u f f e r  i s  l i m i t e d  t o  * 1  p H  o f  i t s  p K a  
[ 5 5 ] .  O p e r a t i o n  o u t s i d e  o f  t h a t  r a n g e  m u s t  b e  a c c o m p a n i e d  b y  f r e q u e n t  b u f f e r  
r e p l a c e m e n t  t o  a v o i d  p H  c h a n g e s  [ 6 6 ] .  T a b l e  1 . 2  c o n t a i n s  p K a  v a l u e s  o f  s o m e  
b u f f e r s  t y p i c a l l y  u s e d  i n  C E .  P h o s p h a t e  a n d  s o m e  o t h e r  b u f f e r s  a r e  p o l y b a s i c  a n d  
t h u s  t h e y  p o s s e s s  a  g r e a t e r  w o r k i n g  r a n g e .  I t  s h o u l d  b e  n o t i c e d  t h a t  t h e r e  h a s  b e e n  
a  s t r o n g  p r e f e r e n c e  i n  C E  t o  u s e  b u f f e r s  w i t h  p H  e i t h e r  b e l o w  3  o r  a b o v e  8  [ 6 6 ] .  
E O F  i s  v e r y  l o w  b e l o w  p H  3  a n d  a  c h a n g e  o f  e l e c t r o o s m o t i c  f l o w  w i t h  p H  i s  
m i n i m a l  a b o v e  p H  8 .  B e t w e e n  t h e s e  p H  v a l u e s  e l e c t r o o s m o t i c  f l o w  c h a n g e s  
extensively with pH and the design of n stable reproducible system using uncoated 
capillaries is very problematic. 
The typical buffer concentration mges  from 10 mM to 100 mM [63]. 
Separation is faster when dilute buffer is employed, but the sample loading 
capacity is reduced. An increase in the concentration, and therefore ionic strength, 
of the run buRer, leads to compression of the double layer. In this situation, the 
zeta potential decreases and therefore the EOF decreases also [55],  resulting in 
Ionger analysis time due to increased migration times. 
The advantage of zwitterionic buffers (CAPS, MES, Tris) is low 
conductivity and thus, law curtent generation upon application of  high voltage 
and reduced Joule heating that allows use of buffers with higher concentration. 
1 . 4 . 2  M i c e l l a r  E l e c t r o k i n e t i c  C h r o m a t o g r a p h y  
M i c e l l a r  e l e c t r o k i n e t i c  c h r o m a t o g r a p h y  p r e s e n t s  a  h y b r i d  o f  
e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  c h r o m a t o g r a p h y .  T e r a b e  [ 6 7 ]  i n t r o d u c e d  t h i s  a p p r o a c h  i n  
1 9 8 4  a n d  n o w  i t  i s  t h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  m o d e  o f  C E  t e c h n i q u e .  T h e  m a i n  
a d v a n t a g e  o f  M E K C  i s  t h a t  i t  c a n  b e  u s e d  t o  s e p a r a t e  n e u t r a l  s o l u t e s  a n d  c h a r g e d  
s o l u t e s  i n  a  s i n g l e  r u n .  T h e  s e p a r a t i o n  i s  a c h i e v e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  s u r f a c t a n t s  t o  
t h e  b u f f e r  s y s t e m .  
S u r f a c t a n t s  a r e  s u r f a c e - a c t i v e  a g e n t s ;  t h e y  c o n t a i n  g r o u p s  o f  o p p o s i t e  
p o l a r i t y  t h a t  h a v e  s o l u b i l i s i n g  t e n d e n c i e s  i n  a n  a q u e o u s  s o l u t i o n  [ 5 7 ] .  I n  a n  
a q u e o u s  s o l u t i o n  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  a b o v e  t h e  c r i t i c a l  m i c e l l e  c o n c e n t r a t i o n  
( C M C )  [ 6 8 ] ,  s u r f a c t a n t  m o l e c u l e s  s p o n t a n e o u s l y  o r g a n i s e  i n t o  a g g r e g a t e s  c a l l e d  
m i c e l l e s .  T h i s  f o r m  o f  m o l e c u l a r  o r g a n i s a t i o n  o c c u r s  d u e  t o  h y d r o p h o b i c  a n d  
e l e c t r o s t a t i c  e f f e c t s  a n d  l e a d s  t o  l o w e r i n g  o f  t h e  f r e e  e n e r g y  o f  t h e  s y s t e m .  T h e  
h y d r o p h o b i c  t a i l s  o f  t h e  s u r f a c t a n t  a r e  o r i e n t e d  t o w a r d s  t h e  c e n t r e  a n d  t h e  p o l a r  
h e a d s  a r e  o r i e n t e d  t o w a r d s  t h e  b u f f e r  [ 6 9 ] .  
1 . 4 . 2 . 2  M e c h a n i s m  o f  s e p a r a t i o n  
I n  t h e  C Z E ,  n e u t r a l  c o m p o u n d s  s i m p l y  m o v e  w i t h  E O F .  W h e n  a n i o n i c  o r  
c a t i o n i c  s u r f a c t a n t  i s  a d d e d  t o  t h e  r u n  b u f f e r ,  a n o t h e r  s e p a r a t i o n  m e c h a n i s m  
c o m e s  i n t o  p l a y .  T h i s  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 . 7 .  H y d r o p h o b i c  a n a l y t e s  s o l u b i l i s e  i n  
t h e  h y d r o p h o b i c  p a r t  o f  t h e  m i c e l l e .  T h i s  e n c a p s u l a t i o n  -  d e - c a p s u l a t i o n  p r o c e s s  
i s  v e r y  r a p i d  a n d  i n  t h e  t i m e  o f  s e p a r a t i o n ,  m a y  b e  v i e w e d  a s  a n  i n s t a n t a n e o u s  
m o l e c u l a r  e q u i l i b r i u m  [ 6 6 ] .  T h e  g r e a t e r  t h e  t i m e  t h a t  a n a l y t e  i s  i n c o r p o r a t e d  w i t h  
m i c e l l e ,  t h e  l o n g e r  t h e  m i g r a t i o n  t i m e  w i l l  b e .  T h e  t i m e  t h a t  m o l e c u l e s  o f  a n a l y t e  
s p e n d  w i t h  m i c e l l e s  d e p e n d s  o n  t h e  s t r e n g t h  o f  t h e i r  i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  m i c e l l e :  
t h e  i n t e r a c t i o n  i s  s t r o n g e r  i n  c a s e  o f  m o r e  h y d r o p h o b i c  c o m p o u n d s .  A n i o n i c  
s u r f a c t a n t s  m i g r a t e  t o w a r d  t h e  a n o d e  ( t h e  o p p o s i t e  d i r e c t i o n  t o  t h e  E O F ) .  
G e n e r a l l y  E O F  i s  f a s t e r  t h a n  t h e  m i g r a t i o n  v e l o c i t y  o f  t h e  m i c e l l e s  ( a t  n e u t r a l  o r  
b a s i c  p H )  a n d  t h u s  t h e  m o v e m e n t  o f  a l l  t h e  p a r t i c l e s  i n  t h e  c a p i l l a r y  i s  t o w a r d  t h e  
c a t h o d e  [ 5 5 ] .  
F i g u r e  1 . 7 .  M e c h a n i s m  o f  s e p a r a t i o n  i n  M E K C .  
B y  m o d i f y i n g  t h e  n a t u r e  o f  t h e  m i c e l l e s ,  t h e  p o s s i b i l i t i e s  o f  c a p i l l a r y  
s e p a r a t i o n  c a n  b e  w i d e n e d  [ 7 0 ] .  I n c r e a s i n g  t h e  p a r t i t i o n  o f  h y d r o p h o b i c  
c o m p o u n d s  i n  t h e  a q u e o u s  p h a s e  [ 7 1 ]  h e l p s  t h e  s e p a r a t i o n .  T h e  u s e  o f  
c y c l o d e x t r i n s  f r e q u e n t l y  l e a d s  t o  s u c c e s s  b u t  a t  t h e  s a m e  t i m e  a d d s  s o m e  
c o m p l e x i t y ,  e s p e c i a l l y  i n  i n t e r p r e t a t i o n .  O r g a n i c  s o l v e n t s  i n  a  b u f f e r  a f f e c t  t h e  
s t a b i l i t y  o f  m i c e l l e - a n a l y t e  a g g l o m e r a t e s  [ 7 2 ] .  S o m e  p u b l i c a t i o n s  h a v e  r e p o r t e d  
s e p a r a t i o n  w i t h  p o l y m e r i c  p s e u d o s t a t i o n a r y  p h a s e s  [ 7 3 ] .  
1 . 4 . 2 . 3  S u r f a c t a n t s  
T h e  m o s t  c o m m o n  a n i o n i c  s u r f a c t a n t  u s e d  i n  M E K C  i s  s o d i u m  d o d e c y l  
s u l p h a t e  ( S D S ) ;  i t s  c h e m i c a l  s t r u c t u r e  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 . 8 .  I t  i s  v e r y  w a t e r -  
s o l u b l e  a n d  h a s  a  h i g h  d e g r e e  o f  l i p i d - s o l u b i l i s i n g  p o w e r .  S D S  d o e s  n o t  a b s o r b  i n  
t h e  l o w  U V  r a n g e  o f  s p e c t r u m  [ 7 4 ]  a n d  g i v e s  a  s t a b l e  b a s e l i n e .  T h e  C M C  o f  S D S  
i n  w a t e r  i s  8 . 2  m M ,  b u t  t h i s  m a g n i t u d e  i s  d i f f e r e n t  i n  a  b u f f e r  s o l u t i o n .  S D S  f o r m s  
m o l e c u l a r  a g g r e g a t i o n s  f r o m  6 3  m o l e c u l e s  [ 7 5 ] .  T h e  a g g r e g a t e  s u r f a c e  h a s  a  n e t  
n e g a t i v e  c h a r g e .  W h e n  t h e  a n a l y t e  i s  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
a n i o n i c  s u r f a c t a n t  i s  h i g h ,  t h e  s o l u b i l i s a t i o n  o f  a n a l y t e  m a y  b e  d i f f i c u l t  d u e  t o  t h e  
p o s s i b i l i t y  o f  c h a r g e  r e p u l s i o n  f r o m  t h e  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  r n i c e l l e s  [ 6 7 ] .  
F i g u r e  1 . 8 .  C h e m i c a l  s t r u c t u r e  o f  S D S .  
D o d e c y l t r i m e t h y l a r n m o n i u m  b r o m i d e  ( D T A B )  a n d  
c e t y l t r i m e t h y l a m m o n i u m  b r o m i d e  ( C T A B )  r e p r e s e n t  t h e  c a t i o n i c  s u r f a c t a n t s  u s e d  
i n  M E K C .  T h e i r  C M C  a r e  1 4  m M  a n d  1 . 3  m M ,  r e s p e c t i v e l y  [ 5 5 ] .  W h e n  a  c a t i o n i c  
s u r f a c t a n t  i s  a d d e d  t o  t h e  b u f f e r ,  t h e  m i g r a t i o n  t i m e  o f  a n a l y t e  w i l l  b e  s h o r t  d u e  t o  
m i c e l l e - a n a l y t e  a t t r a c t i o n  t o  t h e  c a t h o d e  b y  b o t h  e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  E O F .  H i g h  
c o n c e n t r a t i o n  o f  c a t i o n i c  s u r f a c t a n t  m i g h t  n e u t r a l i s e  t h e  n e g a t i v e  c h a r g e  o n  t h e  
c a p i l l a r y  w a l l .  I n c r e a s i n g  s u r f a c t a n t  c o n c e n t r a t i o n  l e a d s  t o  t h e  a p p e a r a n c e  o f  a  
b i l a y e r  o f  c h a r g e ,  w h i c h  g i v e s  t h e  c a p i l l a r y  w a l l  a  p o s i t i v e  c h a r g e .  T h i s  m i g h t  
r e v e r s e  t h e  d i r e c t i o n  o f  E O F  [ 5 5 ] .  I n  t h i s  s i t u a t i o n ,  d e t e c t i o n  m u s t  b e  a l l o w e d  a t  
t h e  a n o d i c  e n d  o f  t h e  c a p i l l a r y .  R e v e r s a l  o f  c h a r g e  t a k e s  p l a c e  a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  s u r f a c t a n t  w e l l  b e l o w  t h e  C M C  [ 6 2 ] .  T h e  u s e  o f  s u r f a c t a n t s  m o l e c u l e s  w i t h  
l o n g  a l k y l  c h a i n s  g i v e s  a  n a r r o w  e l u t i o n  w i n d o w  [ 7 6 ] .  
T h e  s e p a r a t i o n  o f  a l k y l x a n t i n e s  w a s  r e p o r t e d  u s i n g  S D S  s u r f a c t a n t  [ 7 7 ,  
7 8 1 .  C T A B  w a s  e m p l o y e d  i n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  p e s t i c i d e s  [ 7 9 ] .  
1 . 4 . 3  C h i r a l  s e p a r a t i o n  i n  C E  
C h i r a l  s e p a r a t i o n  i s  a n  a c t i v e  a r e a  o f  r e s e a r c h  i n  g a s  c h r o m a t o g r a p h y ,  
l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  a n d  C E .  I t  i s  i m p o r t a n t  f o r  o r g a n i c  c h e m i s t r y ,  m e d i c a l  
r e s e a r c h ,  e n v i r o n m e n t a l  c o n t r o l ,  a n d  d r u g  a n d  f o o d  i n d u s t r i e s .  O f t e n  
p h a r m a c o l o g i c a l  a c t i v i t y  o f  e n a n t i o m e r s  c a n  b e  d i f f e r e n t  b e c a u s e  m a n y  b i o l o g i c a l  
t a r g e t  s i t e s  a r e  s t e r e o s e l e c t i v e .  
1 . 4 . 3 . 1  C h i r a l  s e l e c t o r s  
I n  C E  t h e  r o l e  o f  c h i r a l  s e l e c t o r s  c a n  b e  p l a y e d  b y  c y c l o d e x t r i n s  [ 8 0 ,  8 1 1 ,  
d e r i v a t i z e d  c y c l o d e x t r i n s  [ 8  1 ,  8 2 1 ,  o p t i c a l l y  a c t i v e  m i c e l l e s  [ 8 3 ] ,  m a c r o c y c l i c  
a n t i b i o t i c s  [ 8 4 ] ,  l i g a n d  e x c h a n g e r s  [ 8 5 ] ,  g l y c o s a m i n o g l y c a n s  [ 8 6 ] ,  p e p t i d e s  [ 8 7 ]  
a n d  c r o w n  e t h e r s  [ 8 8 ] .  T h e y  a r e  u s u a l l y  a d d e d  s t r a i g h t  t o  t h e  r u n  b u f f e r  [ 8 0 - 8 2 1  o r  
i n  s o m e  c a s e s  t h e y  c a n  b e  b o u n d  t o  t h e  c a p i l l a r y  w a l l  [ 8 9 ]  o r  i n c l u d e d  i n t o  g e l  
P O I .  
1 . 4 . 3 . 2  C y c l o d e x t r i n s  
C y c l o d e x t r i n s  a r e  t h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  c h i r a l  s e l e c t o r s  i n  C E .  T h e s e  
c o m p o u n d s  a r e  c o m p o s e d  o f  D - g l u c o s e  u n i t s  c o n n e c t e d  t o  a  r i n g  b y  1 , 4 - l i n k a g e s  
( F i g u r e  1 . 9 ) .  T h e  c a v i t y  d i a m e t e r  d e p e n d s  o n  t h e  n u m b e r  o f  g l u c o s e  u n i t s :  6 ,  7  
a n d  8  g l u c o p y r a n o s e  u n i t s  a r e  r e f e r r e d  t o  a s  a - ,  P - ,  y - C D ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  s h a p e  
o f  C D ' s  m o l e c u l e  r e p r e s e n t s  a  h o l l o w  t r u n c a t e d  c o n e  ( F i g u r e  1 . 9 )  w i t h  w i d e  a n d  
n a r r o w  h y d r o p h i l i c  e n d s  d e l i n e a t e d  b y  O ( 2 ) H  a n d  O ( 3 ) H  s e c o n d a r y  a n d  O ( 6 ) H  
p r i m a r y  h y d r o x y l  g r o u p s  [ 9  1 ,  9 2 1 .  T a b l e  1 . 3  c o n t a i n s  s o m e  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  o f  
C D s .  T h e  i n t e r i o r  o f  t h e  C D  i s  r e l a t i v e l y  h y d r o p h o b i c  d u e  t o  t h e  o r i e n t a t i o n  o f  t h e  
c a r b o n  a t o m s  t o w a r d  t h e  i n s i d e  s p a c e  o f  t h e  c y c l o d e x t r i n  r i n g  w h i l e  t h e  e x t e r n a l  
s u r f a c e  i s  h y d r o p h i l i c  d u e  t o  t h e  s u g a r ' s  h y d r o x y l  g r o u p s  w h i c h  a r e  d i r e c t e d  
o u t s i d e  o f  t h e  r i n g  [ 9 3 ] .  a - C D  i s  u s e d  t o  s e p a r a t e  s i n g l e - r i n g  a r o m a t i c  s o l u t e s  w i t h  
f e w  s i d e  c h a i n s  [ 9 4 ,  9 . 5 1 .  O n e  -  t o  t w o - r i n g  a r o m a t i c  c o m p o u n d s  a r e  b e s t  
s e p a r a t e d  w i t h  P - C D  [ 9 6 ,  9 7 1 ,  w h e r e a s  y - C D  p e r f o r m s  s e p a r a t i o n  o f  l a r g e r  
m o l e c u l e s  [ 9 8 ] .  
F i g u r e  1 . 9 .  T o r o i d  s t r u c t u r e  o f  c y c l o d e x t r i n  ( P - C D )  [ 9 9 ] .  
G l u c o s e  i s  o p t i c a l l y  a c t i v e ,  t h a t  i s  w h y  t h e  s u r f a c e  o f  t h i s  " r i n g  o f  
h e x o s e s "  h a s  t h e  s a m e  p r o p e r t y  a n d  c h i r a l  r e c o g n i t i o n  i s  p e r f o r m e d .  H y d r o p h o b i c  
g r o u p s  o f  a r o m a t i c  c o m p o u n d s  o r  c y c l o a l k a n e s  c a n  e n t e r  t h e  c o n e  a n d  m a k e  a n  
i n c l u s i o n  o r  h o s t - g u e s t  c o m p l e x .  T h e  i n t e r p l a y  o f  a t o m i c  ( V a n  d e r  W a a l s ) ,  
t h e r m o d y n a m i c  ( h y d r o g e n  b o n d i n g )  a n d  s o l v e n t  ( h y d r o p h o b i c )  f o r c e s  r e s u l t s  i n  
t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  s t a b l e  i n c l u s i o n s  o f  a n a l y t e s  a n d  c y c l o d e x t r i n s  [ 9 9 ] .  I t  i s  
p o s s i b l e  f o r  t h e  s o l u t e  t o  s i t  o n  t h e  o p e n i n g  o f  t h e  C D  [ 6 2 ] .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  
p r i v i l e g e d  i n t e r a c t i o n  w i t h  o n e  o f  t h e  e n a n t i o m e r s  i s  f a c i l a t e d  b y  t h e  s u r f a c e  
o p t i c a l  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  c y c l o d e x t r i n .  A f t e r  s u c h  c h i r a l  i n t e r a c t i o n  t h e  m o b i l i t y  o f  
t h a t  e n a n t i o m e r  h a s  c h a n g e d  a n d  t h e  s e p a r a t i o n  o f  e n a n t i o m e r s  i s  p e r f o r m e d .  
T a b l e  1 . 3 .  S o m e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  C D s  [ l o o ] .  
P a r a m e t e r  T y p e  o f  C D  
a - C D  p - C D  y - C D  
M  ( g l m o l e )  9 7 2  1 1 3 5  1 2 9 7  
D i a m e t e r  o f  c a v i t y  ( a )  4 . 7  -  6 . 0  8 . 0  1 0 . 0  
V o l u m e  o f  c a v i t y  ( a 3 )  1 7 6  3 4 6  5  1 0  
S o l u b i l i t y  ( d l 0 0  m l ,  2 5 ° C )  1 4 . 5 0  1 . 8 4  2 3 . 2 0  
p K a  a s s i g n e d  t o  O ( 2 ) H  1 2 . 3 3  1 2 . 2 0  1 2 . 0 8  
a n d  O ( 3 ) H  [ 1 0 7 ,  1 0 8 1  
1 . 4 . 3 . 3  C y c l o d e x t r i n  d e r i v a t i v e s  
D u e  t o  t h e  r e l a t i v e l y  l o w  s o l u b i l i t y  o f  P - C D  a n d  i n a b i l i t y  o f  n a t i v e  C D s  t o  
s e p a r a t e  a l l  e n a t i o m e r s ,  C D s  h a v e  b e e n  f u n c t i o n a l i s e d  w i t h  a d d i t i o n a l  m o i e t i e s .  
T h e  m o s t  w i d e l y  e m p l o y e d  s u b s t i t u t e  g r o u p s  a r e  h y d r o x y p r o p y l ,  s u c c i n y l ,  a c e t y l ,  
s u l f o b u t y l  a n d  s u l p h a t e .  A n y  m o d i f i c a t i o n  a t  t h e  c y c l o d e x t r i n  r i n g  i n f l u e n c e s  t h e  
s t e r i c  f i t  [ 9 3 ]  a n d ,  t h e r e f o r e ,  t h e  a f f i n i t y  o f  a n  a n a l y t e  t o  t h e  C D .  D i f f e r e n c e s  i n  
t h e  s t e r i c  f i t  l e a d  t o  d i f f e r e n c e s  i n  i n t e r a c t i o n  t i m e s  o f  a n a l y t e s  w i t h  C D .  T h i s  i n  
t u r n  l e a d s  t o  d i f f e r e n t  m o b i l i t i e s  o f  e n a n t i o m e r s  o r  i s o m e r s ,  a n d  t h u s  t o  s e p a r a t i o n .  
C h a r g e d  C D s  h a v e  b e e n  u s e d  i n  C E  s e p a r a t i o n s  o f  n a t u r a l  a n a l y t e s  [ 1 0 3 ] .  T h e  
s u l p h o a l k y l  e t h e r  d e r i v a t i v e s  o f  P - C D  h a v e  b e e n  u s e d  i n  C E  a s  t h e y  e x h i b i t  
i n c r e a s e d  s o l u b i l i t y  i n  w a t e r  [ 1 0 4 ,  1 0 5 1 .  
T h e  a g g r e g a t e  s u b s t i t u t i o n  o f  a d d i t i o n a l  m o i e t i e s  p e r  g l u c o p y r a n o s e  u n i t  i s  
c a l l e d  a  d e g r e e  o f  s u b s t i t u t i o n  ( D S ) .  F o r  e x a m p l e ,  a  D S  o f  5  m e a n s  a  d i s t r i b u t i o n  
o f  a n  a v e r a g e  o f  f i v e  s u b s t i t u t e  g r o u p s  o n  t h e  C D  m o l e c u l e .  N u c l e a r  m a g n e t i c  
r e s o n a n c e  i s  e m p l o y e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  d e g r e e  o f  s u b s t i t u t i o n  [ 9 9 ] .  M o l a r  
s u b s t i t u t i o n  s h o w s  t h e  a v e r a g e  n u m b e r  o f  m o l e s  o f  s u b s t i t u t e  p e r  m o l e  o f  
g l u c o p y r a n o s e .  
1 . 4 . 3 . 4  M e c h a n i s m  o f  s e p a r a t i o n  
T h e  m e c h a n i s m  o f  c h i r a l  s e p a r a t i o n  i s  b a s e d  o n  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  s t a b i l i t y  
o f  t h e  c o m p l e x e s  b e t w e e n  t h e  a n a l y t e  a n d  C D .  T h e  m o d e l  o f  W r e n  a n d  R o w e  w a s  
d e v e l o p e d  f o r  c h i r a l  s e p a r a t i o n  w i t h  C D s  [ 1 0 6 - 1 0 8 1 .  S e p a r a t i o n  w i l l  n o t  t a k e  
p l a c e  i f  t h e  s o l u t e s  s p e n d  e i t h e r  t o o  l i t t l e  o r  t o o  m u c h  t i m e  a t t a c h e d  t o  t h e  C D .  I n  
t h i s  c a s e ,  t h e  t y p e  o f  C D  o r  c o n c e n t r a t i o n  m u s t  b e  c h a n g e d .  T h e  a d d i t i o n  o f  a n  
o r g a n i c  s o l v e n t  c a n  b e  u s e f u l  i f  s o l u t e s  a r e  b o u n d e d  t o o  s t r o n g l y .  F i g u r e  1 . 1 0  
i l l u s t r a t e s  t h e  m e c h a n i s m  o f  s e p a r a t i o n  w h e n  C Z E  i s  m o d i f i e d  w i t h  C D s .  N e u t r a l  
s o l u t e s  c a n  b e  s e p a r a t e d  w i t h  c h a r g e d  C D s  a n d  n e u t r a l  C D s  c a n  b e  u s e d  f o r  t h e  
s e p a r a t i o n  o f  c h a r g e d  a n a l y t e s .  A p p l i c a t i o n  o f  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  c h a r g e d  C D s  
f o r  t h e  r e s o l u t i o n  o f  t h e  s a m e  c h a r g e d  s o l u t e s  m a y  r e s u l t  i n  c h a r g e d  r e p u l s i o n  o f  
t h e  a n a l y t e s  f r o m  t h e  C D ,  a l t e r i n g  t h e  n a t u r e  o f  t h e  i n c l u s i o n .  W h e n  u s i n g  a  
c h a r g e d  C D  s u c h  a s  s u l f o b u t y l e t h e r - P - C D  ( S B E - P - C D ) ,  t h e  a n i o n i c  C D  m i g r a t e s  
a g a i n s t  t h e  E O F  i n  a  s i m i l a r  w a y  t o  t h e  S D S  m i c e l l e  [ 6 2 ] .  I n  t h i s  s i t u a t i o n ,  t h e  C D  
c a n  r e p r e s e n t  a  s l o w l y  m o v i n g  " p h a s e "  i n  e l e c t r o k i n e t i c  c h r o m a t o g r a p h y .  
H o w e v e r ,  m i c e l l e s  a r e  m u c h  m o r e  e f f e c t i v e  f o r  t h i s  p u r p o s e .  
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a  C y c l o d e x t r k n  A n d y t e  
F i g u r e  1 . 1 0 .  M e c h a n i s m  o f  s e p a r a t i o n  w i t h  c y c l o d e x t r i n .  
D u e  t o  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  n a t u r e  o f  a n a l y t e  -  m i c e l l e  a n d  a n a l y t e  -  
c y c l o d e x t r i n  i n t e r a c t i o n ,  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  m i c e l l e s  a n d  c y c l o d e x t r i n s  i s  
p a r t i c u l a r l y  p o w e r f u l  [ 6 2 ] .  T h e  m e c h a n i s m  o f  C D - M E K C  s e p a r a t i o n  i s  i l l u s t r a t e d  
i n  F i g u r e  1 . 1 1 .  F o r  t h e  s e p a r a t i o n  t o  o c c u r  t h e  a n a l y t e s  m u s t  b e  s u f f i c i e n t l y  
d i s t r i b u t e d  b e t w e e n  t h e  C D - m o d i f i e d  m i c e l l a r  p h a s e  a n d  t h e  a q u e o u s  s o l u t i o n .  I f  
t h e  a n a l y t e  i n t e r a c t s  o n l y  w i t h  m i c e l l e  o r  t o t a l l y  i n c l u d e d  i n t o  t h e  C D  c o n e s ,  n o  
s e p a r a t i o n  w i l l  b e  p e r f o r m e d  [ 1 0 9 ] .  T h e  f o l l o w i n g  s e p a r a t i o n  i s  b a s e d  o n  
d i f f e r e n c e s  i n  a  s o l u t e ' s  p a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t  b e t w e e n  t h e  m i c e l l e  a n d  t h e  C D .  
H o w e v e r ,  n o n p o l a r  c o m p o u n d s  c a n  d e m a n d  t h e  a d d i t i o n  o f  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
s u r f a c t a n t s  a n d  o r g a n i c  m o d i f i e r s  t o  c o n t r o l  a n a l y t e s  s o l u b i l i t y  a n d  h e l p  r e s o l u t i o n  
o f  s t r u c t u r a l l y  s i m i l a r  m o l e c u l e s .  T h e  a d d i t i o n  o f  a n  o r g a n i c  s o l v e n t  s o l u b i l i s e s  
t h e  h y d r o p h o b i c  a n a l y t e s  i n  t h e  a q u e o u s  b u f f e r ,  l o w e r i n g  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  
a n a l y t e s  w i t h  t h e  m i c e l l e  a n d  C D s  [ 6 7 ] .  H i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  s u r f a c t a n t  c a n  
r e s u l t  i n  e x t e n s i v e  c u r r e n t  g e n e r a t i o n  a n d  t i m e  o f  a n a l y s i s  c a n  i n c r e a s e  [ 1 1 0 ] .  
F i g u r e  1 . 1 1 .  M e c h a n i s m  o f  C D - M E K C  s e p a r a t i o n .  
1 . 4 . 4  M i c r o e m u l s i o n  e l e c t r o k i n e t i c  c h r o m a t o g r a p h y  
1 . 4 . 4 . 1  M i c r o e m u l s i o n s  
M i c r o e m u l s i o n s  a r e  s o l u t i o n s  o f  n a n o m e t r e - s i z e d  d r o p l e t s  d i s p e r s e d  
t h r o u g h o u t  a n o t h e r ,  i m m i s c i b l e ,  l i q u i d  [ I l l ] .  T h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  
m i c r o e m u l s i o n s  i n c l u d e  o p t i c a l  t r a n s p a r e n c y ,  t h e r m o d y n a m i c  s t a b i l i t y  a n d  h g h  
s o l u b i l i s a t i o n  p o w e r  [  1  1 2 1 .  O i l - i n - w a t e r  m i c r o e m u l s i o n s  a r e  u s u a l l y  e m p l o y e d  i n  
m i c r o e m u l s i o n  e l e c t r o k i n e t i c  c h r o m a t o g r a p h y .  S i n c e  i t  w a s  f i r s t  i n t r o d u c e d  i n  
1 9 9 1  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  f l u o r e s c e n t  a r o m a t i c  c o m p o u n d s  [ I 1 3 1  i t  h a s  f o u n d  
a p p l i c a t i o n  i n  t h e  s e p a r a t i o n s  o f  w a t e r  s o l u b l e  a n d  i n s o l u b l e  v i t a m i n s  [ 1 1 2 ,  1  1 4 -  
1  1 6 1 ,  w a t e r  i n s o l u b l e  s t e r o i d s  [ 1 1 7 ] ,  w a t e r  i n s o l u b l e  p e s t i c i d e s  [ I 1 8 1  a n d  a  r a n g e  
o f  p h a r m a c e u t i c a l s  [ 1 1 4 ,  1  1 9 -  1 2 3 1 .  W h i l e  M E E K C  h a s  b e e n  p r i n c i p a l l y  k n o w n  t o  
h a v e  a  g r e a t  s e p a r a t i o n  c a p a b i l i t y  f o r  h i g h l y  h y d r o p h o b i c  c o m p o u n d s  [ 1 1 3 ,  1 2 4 ,  
1 2 5 1 ,  i t  a l s o  w a s  d e m o n s t r a t e d  t o  b e  a  r e l i a b l e  s e p a r a t i o n  t o o l  f o r  h y d r o p h i l i c  
a n a l y t e s  [ 1 2 6 ,  1 2 7 1 .  
F i g u r e  1 . 1 2  r e p r e s e n t s  a  s c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  a n  o i l - i n - w a t e r  
m i c r o e m u l s i o n .  T h e  o i l  d r o p l e t  ( h e p t a n e  o r  o c t a n e )  a c t s  a s  t h e  c o r e  p h a s e  a n d  i s  
s u s p e n d e d  i n  a n  a q u e o u s  b u f f e r .  S u r f a c t a n t  m o l e c u l e s ,  s u c h  a s  S D S ,  a r e  a d d e d  i n  
t h e  c o n c e n t r a t i o n  g r e a t e r  t h a n  t h e i r  C M C  t o  f a c i l i t a t e  d r o p l e t  f o r m a t i o n  b y  
l o w e r i n g  t h e  s u r f a c e  t e n s i o n  [ I l l ] .  A  c o - s u r f a c t a n t  s u c h  a s  s m a l l  a l c o h o l  
m o l e c u l e s  ( b u t a n o l )  i s  a d d e d  i n  o r d e r  t o  c r e a t e  o i l - w a t e r  b r i d g e s  a n d  l o w e r  s u r f a c e  
t e n s i o n ,  f u r t h e r  s t a b i l i s i n g  t h e  m i c r o e m u l s i o n  s y s t e m .  
T h e  o i l - i n - w a t e r  m i c r o e m u l s i o n s  a r e  n o t  s t a b l e  i n  a l l  p r o p o r t i o n s  o f  t h e  
i n g r e d i e n t s  a n d  s h o u l d  b e  k e p t  w i t h i n  a  c e r t a i n  n a r r o w  r a n g e  [ 1 2 8 ] .  A  t y p i c a l  
c o m p o s i t i o n  o f  m i c r o e m u l s i o n  u s e d  i n  C E  c o n s i s t s  o f  0 . 8 %  c o r e  p h a s e ,  3 . 3 %  
s u r f a c t a n t ,  6 . 6 %  c o - s u r f a c t a n t  a n d  8 9 . 3 %  a q u e o u s  b u f f e r  [ 1 2 9 ] .  
F i g u r e  1 . 1 2 .  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  o i l - i n - w a t e r  m i e r o e m u l s i o n  [ a d a p t e d  f r o m  
6 9 1 .  
1 . 4 - 4 . 2  M e c h a n i s m  o f  s e p a r a t i o n  
M E B K C  a l l o w s  s e p r a t i o n  i n  a  s i m i l a r  % h i o n  t ~  M E E C  b u t  p m v i d e . s  
s u p d o r  s e p m t i o n  e f f k y  t o  M E K C ,  d u e  t o  i ~ p m v e d  m a s s  t r a n s f e r  b e t w e e n  
t h e  m i m e m u h i o n  d r o p l e t  a n d  q m u s  p h a s e  [ 1 3 0 &  t h e  r e i n s o n  b e i n g  t h a t  th 
s t r u c t u r e  o f  t h e  m i c r o e r a u l s i a n  i s  l e s s  r i g i d  tbm t h a t  o f  a  PnZeelk [ I 2 6 ] . ,  A  
s c h e m a t i c  r e p r e s e a t a r i o n  o f  t h e  s e p a r a t i o n  m w h d m  i n  M E E X C  i s  s h o w n  in 
F i g w  1 . 1 3  w h e r e  a n a l y s i s  i s  p e r f o r m e d  u s i n g  h i g h  p H  md a n i o n i c  s u f ~ m t .  
I F h e  s e p a r a t i o n  o c c u  d u e  t o  c h r g m a t o g r a p h i c  p d t i o a g  d f  a d y e s  b e t w e e n  
h  m i c r o e m u Z s l o n  d r o p l e t s  a n 1 3  a q u e o u s ,  b u f f e r  p h a s e  i n  a d d i t i o n  t o  t h e i r  
m o b i l i t i e s  d e t e r r x l n g d  b y  m q s  t o  c h g e  r a t i o .  T h e  m d y t e  m i g a t e s  a t  a  v e l w i ~ y  
M w w a  t w o  e x t r e m e s ,  I . e .  t h e  e k u t ~ o s s m o t i c  v e l o c i t y  ad t h e  v e l o c i t y  o f  
m i c r o e m u L d o n  [ I  191, H i g h l y  h y d r o p h o b i c  s o l u t e s  w U  h a v e  l o n g  m i g r a t i o n  t i m e s  
a s  t h e y  s t r o n g l y  i n c o r p o r a t e  i n t o  t h e  n d c ~ ~ e m u l ~ i o n  d m p l t t s .  C a t i o n i c  p o s i t i v e l y  
c h a r g e d  d y t a  c , m  b e  s q i r a k d  t h o u g h  p a - t i t i o n i a g  md i o n - M n g  p r o c e s s a s .  
N e g a t i v e l y  c h a r g e d  s o h t e s ,  w e  c h a r g e  r e p e l l a d  f r o m  t h e  , a n i o n i c  h o p l e t s  b u t  c a n  
s t i l l  b e  , s e p # r ~ f e d  w  t h e  b a i s  o f  t h e i r  e l e c t r o p h w m t i c  m o M i t k v .  
--  - -  
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#  D r o p l e t  
F i g u r e  1 . 1 3 .  M e c h a n i s m  o f  M E E K C  s e p a r a t i o n  [ a d a p t e d  f r o m  6 9 1 .  
A  v a s t  n u m b e r  o f  p u b l i s h e d  m e t h o d s  h a v e  e r n p l o y e d  h i g h  p H  b u f f e r s  [ 1 1 7 ,  
1 2 5 ,  1 2 9 ,  1 3  1 - 1 3 3 1  i n  o r d e r  t o  g e n e r a t e  h i g h  E O F  v e l o c i t i e s .  T h e  a p p l i c a t i o n  o f  
h i g h  v o l t a g e  a c r o s s  t h e  c a p i l l a s y  r e s u l t s  i n  t h e  m i g r a t i o n  o f  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  o i l  
d r o p l e t s  a n d  a s s o c i a t e d  a n a l y t e s  t o w a r d s  t h e  a n o d e  d u e  t o  t h e  i n f l u e n c e  o f  
e l e c t r o p h o r e s i s .  E n h a n c e d  e l e c t r o o s m o t i c  f l o w  c r e a t e d  a t  h i g h  p H  s w e e p s  o i l  
d r o p l e t s  a n d  a l l  c o m p o n e n t s  t o  t h e  d e t e c t o r  a t  t h e  c a t h o d e  e n d .  M E E K C  a t  l o w  p H  
h a s  a l s o  b e e n  i n v e s t i g a t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  [ 1 1 5 ,  1 2 1 ,  1 3 4 - 1 3 7 1 .  A t  l o w  p H  t h e r e  i s  
n o  E O F ,  t h e r e f o r e  t h e  p o l a r i t y  o f  t h e  s e p a r a t i o n  m u s t  b e  r e v e r s e d  i n  o r d e r  t o  
a t t r a c t  t h e  o i l  d r o p l e t s  t o w a r d s  t h e  d e t e c t o r .  I n  t h i s  c a s e  t h e  m o s t  r e t a i n e d  a n a l y t e s  
e l u t e  f i r s t  [ 1 2 1 ,  1 3 1 1 .  S u p p r e s s i o n  o f  E O F  m i n i m i s e s  t h e  r e p u l s i o n  o f  a c i d i c  
a n a l y t e s  f r o m  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  d r o p l e t s ,  w h i c h  c o u l d  o c c u r  a t  h i g h  p H  w h e r e  
b o t h  s o l u t e s  a n d  o i l  d r o p l e t s  a r e  n e g a t i v e l y  c h a r g e d .  
T h e  a d d i t i o n  o f  o r g a n i c  m o d i f i e r s  t o  t h e  m i c r o e m ~ i l s i o n  s e p a r a t i o n  b u f f e r  
h a s  b e e n  p r o v e n  t o  b e  u s e f u l  w h e n  w a t e r  i n s o l u b l e  s o l u t e s  s t r o n g l y  i n c o r p o r a t e d  
i n t o  t h e  o i l  d r o p l e t s  [ 1 3 8 ] .  T h e  o r g a n i c  s o l v e n t  r e d u c e s  t h e  d e g r e e  o f  p a r t i t i o n i n g  
o f  t h e  a n a l y t e s  i n t o  t h e  c o r e  p h a s e .  I t  a l s o  r e d u c e s  t h e  e l e c t r i c a l  c u r r e n t  g e n e r a t e d  
i n  t h e  s y s t e m ,  w h i c h  c a n  r e d ~ i c e  t h e  e f f e c t  o f  J o u l e  h e a t i n g .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  i n  
w h i c h  m e t h a n o l ,  a c e t o n i t r i l e ,  e t h a n o l  o r  o t h e r  s o l v e n t s  c a n  b e  a d d e d ,  i s  r e s t r i c t e d  
b y  a  c e r t a i n  a m o u n t  [ I  1 1 1 .  G r e a t e r  c o n c e n t r a t i o n s  m a y  l e a d  t o  l o w e r  p e a k  
e f f i c i e n c i e s  d u e  t o  t h e  d i s r u p t i o n  o f  t h e  r n i c e l l e  s t r u c t u r e .  
1 . 5  I M P R O V I N G  S E N S I T I V I T Y  I N  C E  
C a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  s t a n d s  o u t  f r o m  o t h e r  s e p a r a t i o n  t e c h n i q u e s  f o r  
i t s  s e v e r a l  v e r y  b e n e f i c i a l  f e a t u r e s .  H i g h - v o l t a g e  s e p a r a t i o n  i n  a  n a r r o w  c a p i l l a r y  
r e q u i r e s  o n l y  m i n i m a l  a m o u n t  o f  s a m p l e  f o r  t h e  i n j e c t i o n .  I t  u s e s  s m a l l  v o l u m e s  
o f  a q u e o u s - b a s e d  b u f f e r ,  h a s  n u m e r o u s  f e a t u r e s  f o r  a d j u s t i n g  a  b u f f e r  s y s t e m  f o r  
a n y  p a r t i c u l a r  s e p a r a t i o n  a n d  i s  r e l a t i v e l y  i n e x p e n s i v e .  T h e  o b t a i n e d  s e p a r a t i o n s  
a r e  h i g h l y  e f f i c i e n t  a n d  v e r y  w e l l  r e s o l v e d .  Y e t  t h e  l a c k  o f  s e n s i t i v i t y  d o e s  n o t  
a l l o w  t h e  e m p l o y m e n t  o f  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  i n  a r e a s  w h e r e  l o w  l i m i t s  o f  
d e t e c t i o n  a r e  e s s e n t i a l .  T h e  s m a l l  i n n e r  d i a m e t e r  o f  t h e  c a p i l l a r y ,  s m a l l  v o l u m e s  o f  
i n j e c t i o n  a n d  t h e  w i d e l y  u s e d  U V - V i s  d e t e c t o r  r e s u l t  i n  p o o r  c o n c e n t r a t i o n  
s e n s i t i v i t y .  W o r k  i s  o n g o i n g  i n  t h e  a r e a  o f  i m p r o v i n g  s e n s i t i v i t y  i n  C E .  T h e  m a i n  
d i r e c t i o n s  o f  i m p r o v i n g  s e n s i t i v i t y  l e a d  t o  t h e  i m p r o v e d  C E  d e t e c t i o n  a n d  o n - l i n e  
c a p i l l a r y  p r e - c o n c e n t r a t i o n  m e t h o d s  [ 1 3  9 1 .  
1 . 5 . 1  C E  d e t e c t i o n  
T h e  d e t e c t i o n  t e c h n i q u e s  c o m b i n e d  w i t h  C E  s e p a r a t i o n ,  t h e i r  d e t e c t i o n  
l i m i t s  a n d  m a j o r  c o n c e r n s  a r e  s u r n m a r i s e d  i n  T a b l e  1 . 4  [ 5 9 ] .  
T h e  v a s t  m a j o r i t y  o f  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  C E  i n s t r u m e n t s  u s e  U V - V i s  
d e t e c t i o n  d u e  t o  i t s  s i m p l i c i t y  i n  i n s t r u m e n t a t i o n  a n d  f l e x i b i l i t y  i n  t h e  d e t e c t i o n  o f  
w i d e  r a n g e  o f  c o m p o u n d s .  T h i s  t y p e  o f  d e t e c t i o n  i s  u s u a l l y  p e r f o r m e d  o n  t h e  
c a p i l l a r y .  T h e r e f o r e ,  t h e  a t t e m p t s  t h a t  h a v e  b e e n  m a d e  t o  e n h a n c e  t h e  s e n s i t i v i t y  
v a r y  i n  t h e  w a y  t h e y  e n l a r g e  t h e  l i g h t  p a t h :  b u b b l e  c e l l s  [ 1 4 0 ,  1 4 1 1 ,  Z - s h a p e  c e l l s  
[ 1 4 2 ,  1 4 3 1  o r  m u l t i - r e f l e c t i o n  d e t e c t i o n  c e l l s  [ 1 4 4 ,  1 4 5 1 .  C E  w i t h  U V  d e t e c t i o n  
w i l l  a l w a y s  b e  u s e f u l  i n  t h e  m e t h o d  d e v e l o p m e n t  a p p r o a c h .  
T a b l e  1 . 4 .  M e t h o d s  o f  d e t e c t i o n  [ 5 9 ] .  
.  
M e t h o d  C o n c e n t r a t i o n  A d v a n t a g e s l d i s a d v a n t a g e s  
d e t e c t i o n  l i m i t  
( r n 0 1 a r ) ~  
U V - V i s  a b s o r b t i o n  1  0 - 5  -  1  o - ~  - U n i v e r s a l  
- D i o d e  a r r a y  o f f e r s  s p e c t r a l  
i n f o r m a t i o n  
F l u o r e s c e n c e  1  o - ~  -  1  o - ~  - S e n s i t i v e  
- U s u a l l y  r e q u i r e s  s a m p l e  
d e r i v a t i s a t i o n  
L a s e r - i n d u c e d  1  0 - l 4  -  1  0 - l 6  - E x t r e m e l y  s e n s i t i v e  
f l u o r e s c e n c e  - U s u a l l y  r e q u i r e s  s a m p l e  
d e r i v a t i s a t i o n  
- E x p e n s i v e  
A m p e r o m e t r y  1 0 - 1 0  -  l o - "  - S e n s i t i v e  
- S e l e c t i v e  b u t  u s e f u l  o n l y  f o r  
e l e c t r o a c t i v e  a n a l y s i s  
- R e q u i r e s  s p e c i a l  e l e c t r o n i c s  a n d  
c a p i l l a r y  m o d i f i c a t i o n  
C o n d u c t i v i t y  1  o - ~  -  1  o - ~  - U n i v e r s a l  
- R e q u i r e s  s p e c i a l  e l e c t r o n i c s  a n d  
c a p i l l a r y  m o d i f i c a t i o n  
M a s s  s p e c t r o m e t r y  -  1  o - ~  - S e n s i t i v e  a n d  o f f e r s  s t r u c t u r a l  
i n f o r m a t i o n  
- I n t e r f a c e  b e t w e e n  C E  a n d  M S  
c o m p l i c a t e d  
I n d i r e c t  U V ,  1 0 -  1 0 0  t i m e s  l e s s  - U n i v e r s a l  
f l u o r e s c e n c e ,  t h a n  d i r e c t  m e t h o d  - L o w e r  s e n s i t i v i t y  t h a n  d i r e c t  
a m p e r o m e t r y  m e t h o d s  
a  -  f o r  1 0  n L  i n j e c t i o n  v o l u m e  
F l u o r e s c e n c e ,  e s p e c i a l l y  l a s e r  i n d u c e d  f l u o r e s c e n c e  ( L I F ) ,  i s  a  v e r y  
s e n s i t i v e  d e t e c t o r .  W h e n  L I F  i s  e m p l o y e d  w i t h  C E  s e p a r a t i o n ,  i t s  l i m i t  o f  
d e t e c t i o n  c a n  r e a c h  a t t o m o l e  t o  z e p t o m o l e  l e v e l s  a n d  e v e n  d e t e c t  a  s i n g l e  
m o l e c u l e  [ 1 4 6 ,  1 4 7 1 .  M o s t  d r u g s  d o  n o t  p o s s e s s  n a t i v e  f l u o r e s c e n c e  a n d ,  t h u s ,  
d e r i v a t i s a t i o n  i s  o f t e n  r e q u i r e d .  T h e  f l u o r e s c e n c e  d e r i v a t i s i n g  a g e n t ,  5 -  
i o d o a c e t a m i d o f l u o r e s c e i n ,  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  a n t h i h y p e r t e n s i v e  
d r u g  c a p t o p r i l [ 1 4 8 ] .  T h e  r e p o r t e d  L O D  w a s  0 . 5  n g  m ~ - ' .  T h e  a n a l y s i s  o f  b a c l o f e n  
i n  p l a s m a  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  d e r i v a t i s a t i o n  a g e n t  n a p h t h a l e n e - 2 , 3 -  
d i c a r b o x a l d e h y d e  [ 1 4 9 ] .  C a o  e t  a l .  [ 1 5 0 ]  r e p o r t e d  d e t e r m i n a t i o n  o f  a m i n o  
c o m p o u n d s  w i t h  6 - o x y - ( N - s u c c i n i m i d y l  a c e t a t e ) - 9 - ( 2 ' - m e t h o x y c a r b o n y l )  
f l u o r e s c e i n .  T h e  a p p l i c a t i o n  o f  L I F  i s  l i m i t e d  d u e  t o  t h e  h i g h  c o s t  o f  l a s e r  a n d  
l i m i t e d  w a v e l e n g t h s .  
M a s s  s p e c t r o m e t r y  i s  a  v e r y  u s e h l  d e t e c t i o n  t e c h n i q u e  b e c a u s e  i t  o f f e r s  
s t r u c t u r a l  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  a n a l y t e s  a s  w e l l  a s  q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s .  C o u p l e d  
w i t h  C E  i t  i s  v e r y  p o w e r h l  a s  i t  c o m b i n e s  h i g h  r e s o l v i n g  p o w e r  a n d  s t r u c t u r a l  
i n f o r m a t i o n  i n  o n e  s y s t e m .  T h e  p r i n c i p a l  a d v a n t a g e  o f  C E - M S  i s  t h a t  a n a l y t e s  a r e  
i d e n t i f i e d  b o t h  b y  t h e i r  d i f f e r e n t i a l  s e p a r a t i o n  a n d  t h e i r  m o l e c u l a r  m a s s e s  a n d / o r  
f r a g m e n t a t i o n  p a t t e r n s  [ 1 5  1 1 .  E l e c t r o s p r a y  i o n i s a t i o n ,  a t o m i c  p r e s s u r e  c h e m i c a l  
i o n i s a t i o n  ( A P C I )  a n d  m a t r i x - a s s i s t e d  l a s e r  d e s o r p t i o n / i o n i s a t i o n  a r e  a m o n g  o t h e r  
i o n i s a t i o n  t e c h n i q u e s  i n  M S .  I t  i s  v e r y  c h a l l e n g i n g  t o  i n t e r f a c e  C E  t o  E S I - M S  d u e  
t o  u n s u i t a b i l i t y  o f  s o m e  r u n  b u f f e r s  w i t h  t h e  i o n i s a t i o n  p r o c e s s .  C E - M S  m e t h o d s  
a r e  c h a r a c t e r i s e d  b y  q u i t e  l o w  l i m i t s  o f  d e t e c t i o n .  T h u s ,  L O D s  f o r  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  4 - a l k y l  2 , 5  d i m e t h o x y - a m p h e t a m i n e  d e r i v a t i v e s  f i - o m  u r i n e  
s a m p l e s  w e r e  i n  t h e  r a n g e  3 . 9 8  t o  4 . 6 4  n g  m ~ - '  [ I  5 2 1 .  D i f f e r e n t  a p p l i c a t i o n s  o f  
C E - E S I - M S  h a v e  b e e n  r e c e n t l y  r e v i e w e d  b y  W . F .  S m y t h  [ 1 5 3 ] .  
1 . 5 . 2  O n - l i n e  c a p i l l a r y  p r e - c o n c e n t r a t i o n  m e t h o d s  
S a m p l e  s t a c k i n g  i s  w i d e l y  u s e d  t o  e n h a n c e  t h e  s e n s i t i v i t y  i n  C E  [ 1 1 7 ] .  I n  
o r d e r  t o  o b t a i n  s t a c k i n g  e f f e c t  t h e  c o n d u c t i v i t y  o f  t h e  
s a m p l e  s h o u l d  b e  
s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  r u n n i n g  b u f f e r .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  s a m p l e  i s  
d i s s o l v e d  i n  t h e  r u n  b u f f e r  w i t h  t h e  s a m e  c o m p o s i t i o n  b u t  a t  m u c h  l o w e r  
c o n c e n t r a t i o n .  A n  e l e c t r i c  f i e l d  i n  t h e  s a m p l e  z o n e ,  g e n e r a t e d  u p o n  a p p l i c a t i o n  o f  
h i g h  v o l t a g e ,  w i l l  b e  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  a n d  c a u s e  t h e  i o n s  t o  m i g r a t e  f a s t e r .  
R e a c h i n g  t h e  b o u n d a r y  o f  t h e  r u n  b u f f e r ,  w h e r e  t h e  e l e c t r i c  f i e l d  i s  l o w e r ,  t h e  i o n s  
m i g r a t e  m o r e  s l o w l y .  W h e n  a l l  t h e  i o n s  r e a c h e d  t h e  r u n  b u f f e r  z o n e  t h e  s a m p l e  i s  
c o n c e n t r a t e d  i n  a  s m a l l e r  z o n e .  O t h e r  m e c h a n i s m s  i n c l u d e  p H  a n d  v i s c o s i t y  
c h a n g e s  t o  o b t a i n  d i f f e r e n t  v e l o c i t i e s  [ 1 3  9 1 .  
A  v e r y  s p e c i f i c  f o c u s i n g  e f f e c t  o f  s w e e p i n g  i n v o l v e s  a c c u m u l a t i o n  o f  
a n a l y t e  b y  p s e u d o - s t a t i o n a r y  p h a s e  t h a t  e n t e r s  t h e  s a m p l e  z o n e .  T h e  s t r o n g e r  t h e  
i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  a n a l y t e  a n d  t h e  p s e u d o - s t a t i o n a r y  p h a s e  t h e  b e t t e r  p r e -  
c o n c e n t r a t i o n  r e s u l t .  H s i e h  a n d  L i n  [ I 5 4 1  o b t a i n e d  1 5 0 0 - f o l d  i m p r o v e m e n t  i n  
d e t e c t i o n  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  C E  m e t h o d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t r a n s - r e s v e r a t r o l  i n  
r e d  w i n e  i n  c o m p a r i s o n  w i t h  n o r m a l - M E K C  m o d e .  
I s o t a c h o p h o r e s i s  e m p l o y s  t w o  b u f f e r s  w i t h  d i f f e r e n t  m o b i l i t i e s :  a  l e a d i n g  
-  w i t h  f a s t e r  m o b i l i t y  a n d  t e r m i n a t i n g  -  w i t h  l o w e r  m o b i l i t y .  W h e n  t h e  e l e c t r i c  
f i e l d  i s  a p p l i e d  a n d  e q u i l i b r i u m  i s  r e a c h e d ,  a l l  i o n s  t r a v e l  a c c o r d i n g  t o  t h e i r  
m o b i l i t y  a n d  a t  t h e  s a m e  v e l o c i t y  [ 1 5 5 ] .  E i t h e r  c a t i o n s  o r  a n i o n s  c a n  b e  a n a l y s e d .  
C o n c e n t r a t i o n  o f  e a c h  z o n e  i s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  l e a d i n g  
e l e c t r o l y t e .  M o r e  c o n c e n t r a t e d  z o n e s  t h a n  l e a d i n g  z o n e s  g e t  s h a r p e r ,  l e s s  
c o n c e n t r a t e d  z o n e s  g e t  b r o a d e r .  W h e n  u s i n g  I T P  c o n c e n t r a t i o n s  i m p r o v e m e n t  c a n  
r e a c h  1 0 0 0 - f o l d  [ 1 3 9 ] .  I T P  c a n  b e  p e r f o r m e d  i n  a  s i n g l e  c a p i l l a r y  [ 1 5 6 ,  1 5 7 1  o r  
d o u b l e - c a p i l l a r y  [ 1 5 8 ,  1 5 9 1  m o d e .  T h e  a d v a n t a g e  o f  u s i n g  d o u b l e - c a p i l l a r y  m o d e  
i s  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  d i r e c t  i n j e c t i o n  o f  t h e  b i o l o g i c a l  s a m p l e s .  I n  t h e  
i s o t a c h o p h o r e t i c  m e t h o d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  f e n o p r o f e n  i n  h u m a n  s e r u m  
[ 1 5 8 ] ,  t h e  m i x t u r e  o f  h y d r o c h l o r i c  a c i d ,  6 - a m i n o c a p r o i c  a c i d  a n d  
p o l y v i n y l p y r r o l i d o n e  w a s  e m p l o y e d  a s  t h e  l e a d i n g  e l e c t r o l y t e ,  w h i l e  t h e  
terminating electrolyte was 4-morphoIineethanesul fonic acid. The achieved LOD 
a f the method was 0.02 mM. 
On-line coupling of micro solid phase extraction cartridges in the inlet 
area of the capillary have been reported 61601. Employing a UV detector, the 
detection limit for the model compound enkephalin was as low as 5 ng r n ~ - ' .  The 
high affinity and the high selectivity of the antigen-antibody interactions allow the 
specific extraction and the concentration of the analytes of interest in one step 
[161]. Other techniques utilise a small bed of packing material (G or Clg 
particles) or hydrophobic membranes directly at the inIet of the CE capillary 
[ I  623. 
1 . 6  T H E  A D V A N T A G E S  O F  C E  I N  T H E  A N A L Y S I S  O F  
P H A R M A C E U T I C A L S  
T h e  o u t s t a n d i n g  s e l e c t i v i t y  a n d  h i g h  s p e e d  o f  a n a l y s i s  o f  C E  m a k e s  i t  
c o m p e t i t i v e  t o  t h e  H P L C  t e c h n i q u e ,  w h i c h  c u r r e n t l y  d o m i n a t e s  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  
p h a r m a c e u t i c a l s .  A d v a n t a g e s  i n c l u d e  r e d u c e d  c o s t  o f  a n a l y s i s ,  r e d u c t i o n  i n  
s o l v e n t  c o n s u m p t i o n  a n d  d i s p o s a l ,  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  r a p i d  m e t h o d  d e v e l o p m e n t ,  
g e n e r i c  s e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  f o r  a  w i d e  r a n g e  o f  a n a l y t e s  a n d  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  
c o u p l i n g  t o  a  v a r i e t y  o f  d e t e c t o r  t y p e s .  N e v e r t h e l e s s ,  i n d u s t r y ,  l i c e n s i n g  
a u t h o r i t i e s ,  a n d  t h e  i n t e r n a t i o n a l  p h a r m a c o p o e i a s ,  e . g .  t h e  E u r o p e a n  
P h a r m a c o p o e i a ,  d o  n o t  m a k e  u s e  o f  C E  [ 1 3 ] .  E x c e p t i o n s  i n c l u d e  t h e  a n a l y s i s  o f  
a m i n o  a c i d s ,  p e p t i d e s ,  a n d  p r o t e i n  c o m p o u n d s  a s  w e l l  a s  p r o d u c t s  o f  r e c o m b i n a n t  
D N A  t e c h n o l o g y  a n d  p r o d u c t s  [ 1 6 3 ] .  T h e  U n i t e d  S t a t e s  P h a r m a c o p o e i a  ( U S P  2 8 )  
[ I 6 4 1  m a k e s  u s e  o f  C D - m o d i f i e d  C E  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  e n a n t i o m e r i c  p u r i t y  o f  
r o p i v a c a i n .  
T h e  m a i n  r e a s o n s  f o r  t h e  r e l u c t a n c e  t o  u s e  C E  a r e  l a c k  o f  s e n s i t i v i t y  a n d  
p o o r  p r e c i s i o n  o f  t h e  m e t h o d s .  L o w  s e n s i t i v i t y  i s  u s u a l l y  a  f a c t o r  i n  t h e  c a s e  
w h e r e  U V - V i s  d e t e c t i o n  i s  e m p l o y e d .  A s  w a s  d i s c u s s e d  i n  s e c t i o n  1 . 5 ,  t h i s  i s  d u e  
t o  t h e  s m a l l  a m o u n t  o f  s a m p l e  i n j e c t e d  i n t o  t h e  c a p i l l a r y  a n d  d u e  t o  t h e  s h o r t  
d e t e c t i o n  p a t h w a y  o f  t h e  l i g h t .  T h e  i n f e r i o r  a n a l y t i c a l  p e r f o n n a n c e  h a s  b e e n  
o v e r c o m e  b y  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  t h e  i n t e r n a l  s t a n d a r d ,  b y  t h e  c a p i l l a r y  w a l l  
c o n d i t i o n i n g  p r o c e d u r e  a n d  b y  o t h e r  m e t h o d s  o v e r v i e w e d  b y  M a y e r  e t  a l .  [ 1 6 5 ] .  
N o w  r e p r o d u c i b i l i t y  b e l o w  1 %  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  ( R S D )  c a n  b e  o b t a i n e d  
f o r  m i g r a t i o n  t i m e  ( r a t i o s )  a n d  p e a k  a r e a  ( r a t i o s )  [ 5 2 ] .  T h e r e f o r e  C E  s h o u l d  b e  
g i v e n  m o r e  o p p o r t u n i t i e s  i n  a n a l y s i s  w h e r e  i t  c a n  p e r f o r m  a t  a  h i g h  l e v e l .  
1 . 6 . 1  D e t e r m i n a t i o n  o f  p h a r m a c e u t i c a l  c o n t e n t  
A n  a d d i t i o n a l  a d v a n t a g e  o f  C E  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  t h e  m a i n  c o m p o n e n t  o f  
t h e  p h a r m a c e u t i c a l s  i s  t h a t  t h e  s a m p l e  p r e t r e a t m e n t  s t e p  c a n  b e  r e d u c e d  a s  t h e  C E  
c a p i l l a r y  c a n  b e  w a s h e d  w i t h  N a O H  b e t w e e n  i n j e c t i o n s  a n d  n e u t r a l  i n t e r f e r i n g  
c o m p o n e n t s  d o  n o t  m i g r a t e  [ 5 3 ] .  C E  m e t h o d s  r e q u i r e  o n l y  1 0 - 2 0  m L  o f  b u f f e r  f o r  
t h e  d a y  o f  a n a l y s i s ,  w h i l e  t h e  H P L C  m e t h o d  c o n s u m e s  l i t r e s  o f  m o b i l e  p h a s e s  
c o n t a i n i n g  e x p e n s i v e  a n d  h a r m f u l  o r g a n i c  c o m p o u n d s .  T h e  p r i c e  o f  u n c o a t e d  
f u s e d  s i l i c a  c a p i l l a r i e s  i s  s m a l l  c o m p a r e d  t o  t h e  c o s t  o f  H P L C  c o l u m n s .  H o w e v e r ,  
H P L C  i s  s t i l l  u n d o u b t e d l y  a d v a n t a g e o u s  f o r  a  p r e p a r a t i v e  o p t i o n .  
A  v a r i e t y  o f  d e v e l o p e d  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  m e t h o d s  h a v e  b e e n  
a p p l i e d  f o r  t e s t i n g  o f  p h a r m a c e u t i c a l  f o r m u l a t i o n s  i n c l u d i n g  t a b l e t s  [ 1 6 6 -  1 6 8 1 ,  
i n f u s i o n  s o l u t i o n s  [ 1 6 9 ] ,  s y r u p s  [ I 7 0 1  a n d  e a r d r o p s  [ 1 7  1 1 .  N u m e r o u s  C E  m e t h o d s  
h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  f o r  m a i n  c o m p o n e n t  a s s a y  o f  p h a r m a c e u t i c a l s  [ 1 7 2 ,  1 7 3 1  
a n d  w e r e  v a l i d a t e d  w i t h  c o m p a r a b l e  r e s u l t s  t o  H P L C .  C E  h a s  a l s o  b e e n  e m p l o y e d  
i n  t h e  s t a b i l i t y  s t u d i e s  o f  p h a r m a c e u t i c a l s  [ 1 7 4 ,  1 7 5 1 .  
A  c y c l o d e x t r i n  m o d i f i e d  C Z E  m e t h o d  h a s  b e e n  r e p o r t e d  f o r  a n a l y s i s  o f  
r a g l i t a z a r  a n d  i t s  c o u n t e r i o n  a r g i n i n e  i n  a c t i v e  p h a r m a c e u t i c a l  i n g r e d i e n t s  a n d  
l o w - d o s e  t a b l e t s  [ 1 7 6 ] .  T h e  m e t h o d  c a n  b e  u s e d  f o r  a c t i v e  i n g r e d i e n t  a s s a y  a n d  
i d e n t i f i c a t i o n  o f  r a g a g l i t a z a r  a n d  a r g i n i n e ,  c h i r a l  p u r i t y  o f  r a g a g l i t a z a r  a n d  p u r i t y  
o f  r a g a g l i t a z a r .  T h e  p r e c i s i o n  o f  t h e  m e t h o d  f o r  p e a k  a r e a  ( % R S D )  o f  r a g a g l i t a z a r  
w a s  f o u n d  t o  b e  0 . 6 3 %  a n d  3 . 5 %  f o r  a r g i n i n e ,  w h i l e  %  r e c o v e r y  w a s  1 0 1 -  1 0 6 %  
f o r  r a g a g l i t a z a r  a n d  1 0 1  - 1 2 5 %  f o r  a r g i n i n e .  T h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  f o l i c  a c i d  i n  
t a b l e t s  b y  t h e  M E E K C  m e t h o d  h a s  b e e n  p r o p o s e d  [ 1 7 7 ] .  T h e  m e t h o d  w a s  
c h a r a c t e r i s e d  b y  p r e c i s i o n  o f  l e s s  t h a n  1 . 2 %  R S D  a n d  r e c o v e r y  o f  9 9 . 8 * 1 . 8 %  a t  
t h r e e  c o n c e n t r a t i o n  l e v e l s .  
C E  m e t h o d s  h a v e  b e e n  e m p l o y e d  f o r  h i g h  t h r o u g h p u t  a n a l y s i s  d u e  t o  t h e i r  
l o w  c o s t  a n d  e a s y  o f  p e r f o r m a n c e .  T h e  a n a l y s i s  o f  d i s s o l u t i o n  t e s t  s a m p l e s  o f  
c o m b i n a t i o n  f o r m u l a t i o n  o f  a c e t a m i n o p h e n o l ,  p h e n y l e p h e d r i n e  a n d  
c h l o r o p h e n i r a m i n e  h a s  p o t e n t i a l  f o r  h i g h  t h r o u g h p u t  a s  i t  i s  p e r f o r m e d  i n  j u s t  4  
m i n  u s i n g  s i m p l e  p h o s p h a t e  b u f f e r  o f  p H  6 . 2  [ 1 7 8 ] .  
1 . 6 . 2  D e t e r m i n a t i o n  o f  d r u g - r e l a t e d  i m p u r i t i e s  
A n  i m p o r t a n t  r o l e  o f  C E  i n  p h a r m a c e u t i c a l  i n d u s t r y  c o u l d  b e  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  d r u g - r e l a t e d  i m p u r i t i e s .  T h e  s t r u c t u r a l  i m p u r i t i e s  o f  a  d r u g  
p o s s e s s  s i m i l a r  p r o p e r t i e s  t o  t h a t  o f  t h e  m a i n  c o m p o n e n t  a n d  t h e r e f o r e  a r e  h a r d  t o  
r e s o l v e .  T h e  m a i n  a d v a n t a g e  o f  C E  o v e r  c h r o m a t o g r a p h i c  m e t h o d s  i n  t h i s  c a s e  i s  
h i g h  s e p a r a t i o n  e f f i c i e n c i e s .  T h e  e x t r e m e  p e a k  s h a r p n e s s  c a n  o v e r c o m e  p o o r  
s e l e c t i v i t y  a n d  r e s u l t s  i n  a c c e p t a b l e  r e s o l u t i o n .  A  d e t e c t i o n  l i m i t  o f  0 . 1  %  a r e a l a r e a  
i s  w i d e l y  a c c e p t e d  a s  a  m i n i m u m  r e q u i r e m e n t  f o r  a  r e l a t e d  i m p u r i t i e s  
d e t e r m i n a t i o n  m e t h o d  [ 5 3 ] .  T h i s  c a n  b e  a c h i e v e d  b y  C E  m e t h o d s  [ 1 7 9 ,  1 8 0 1 .  T o r o  
a n d  c o l l e a g u e s  [ I 7 9 1  d e v e l o p e d  a  C E  m e t h o d  t o  q u a n t i f y  t h e  i m p u r i t y  p r o f i l e  o f  a  
n e w  s u b s t a n c e  o f  p h a r m a c o l o g i c a l  i n t e r e s t  L A S  3 5 9 1 7 .  T h e  m e t h o d  a l l o w e d  t h e  
d e t e c t i o n  a n d  q u a n t i t a t i o n  o f  i m p u r i t i e s  a b o v e  0 . 0 4 %  a n d  0 . 0 8 %  l e v e l .  
C h l o r o m e t h y l a t e d ,  m o n o m e t h y l a t e d  a n d  h y d r o x y l a t e d  i m p u r i t i e s  c o e l u t e d  w h e n  
a n a l y s e d  b y  H P L C .  
A  H P L C  m e t h o d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  i m p u r i t i e s  i n  t r i p e p t i d e  
g l u t a t h i o n e  [ 1 3 ]  i s  e m p l o y e d  i n  J a p a n e s e  p h a r m a c o p o e i a .  T h i s  m e t h o d  f a i l e d  t o  
e v a l u a t e  t h e  i m p u r i t i e s  w i t h o u t  d e g r a d a t i o n  o f  t h e  s a m p l e  d u r i n g  a n a l y s i s .  A  C E  
m e t h o d  i n  E u r o p e a n  p h a r m a c o p o e i a  i s  c a p a b l e  o f  s e p a r a t i n g  t h e  i m p u r i t i e s  a n d  
l i m i t i n g  t h e m  t o  0 . 1 %  w i t h o u t  d e g r a d a t i o n  [ 1 8 0 ] .  I n  a d d i t i o n  t h e  d e g r a d a t i o n  c a n  
e a s i l y  b e  o b s e r v e d  b y  C E  m e t h o d .  
T h e  i m p u r i t y  p r o f i l e  o f  p o l y p e p t i d e  b a c i t r a c i n  i s  c u r r e n t l y  b e i n g  a n a l y s e d  
b y  a n  i s o c r a t i c  H P L C  m e t h o d  i n  E P  5 . 0  [ 1 6 3 ] .  D u e  t o  t h e  b r o a d e n e d  p e a k s  t h i s  
m e t h o d  i s  n o t  a b l e  t o  s e p a r a t e  a l l  c o m p o n e n t s  o f  b a c i t r a c i n  [ 1 3 ] .  A  M E K C  m e t h o d  
w a s  r e p o r t e d  [ I 8  1 1  w h i c h  i s  c h a r a c t e r i s e d  b y  i m p r o v e d  s e l e c t i v i t y  a n d  e f f i c i e n c y .  
T h e  H P L C  a n d  M E K C  m e t h o d s  a r e  c o m p a r e d  i n  F i g u r e  1 . 1 4 .  T h e s e  a d v a n t a g e s  o f  
C E  o v e r  H P L C  m e t h o d  a r e  a l s o  t r u e  f o r  t o b r a m y c i n  a n d  o t h e r  a m i n o g l y c o s i d e s  
[ 1 8 2 ] .  T h e  r e l a t e d  i m p u r i t i e s  a n d  r a n i t i d i n e  w e r e  a n a l y s e d  i n  b u l k  d r u g  a n d  
p h a r m a c e u t i c a l  f o r m u l a t i o n s  b y  C E  a s s a y  [ 1 8 3 ] .  T h e  i o n i c  s t r e n g t h  a n d  p H  o f  t h e  
b u f f e r  a f f e c t e d  s e l e c t i v i t y  t h e  m o s t .  T h e  d e t e c t i o n  l i m i t s  f o r  i m p u r i t i e s  w e r e  
b e t w e e n  0 . 0 3 %  a n d  0 . 2 4 % .  T h e  C E  m e t h o d  w a s  a b l e  t o  r e s o l v e  s e v e r a l  a d d i t i o n a l  
p e a k s ,  w h i c h  w e r e  n o t  r e s o l v e d  b y  T L C  o r  H P L C .  
F i g u r e  1 . 1 4 .  A  c o m p a r i s o n  o f  H P L C  ( A )  a n d  M E K C  ( B )  m e t h o d s  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  
b a c i t r a c i n  [ a d a p t e d  f r o m  1 3 1 .  P e a k  7  -  b a c i t r a c i n .  
C E  i s  n o t  a l w a y s  s u p e r i o r  t o  H P L C .  T h e r e  a r e  n u m e r o u s  e x a m p l e s  o f  
w h e r e  C E  m e t h o d s  d o  n o t  o u t p e r f o r m  m e t h o d s  r e p o r t e d  b y  o t h e r  t e c h n i q u e s  [ 1 8 4 -  
1 8 6 1 .  I t  i s  i m p o r t a n t  t o  b e  a b l e  t o  e m p l o y  t h e  b e s t  q u a l i t y  s e p a r a t i o n s  o f f e r e d  b y  
C E .  I f  a  m e t h o d  s u p e r i o r  i n  a l l  o t h e r  w a y s  h a s  a l r e a d y  b e e n  p e r f o r m e d  b y  o t h e r  
a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e s ,  i t  i s  n o t  r e c o m m e n d e d  t o  t r y  t o  a c h i e v e  t h e  s a m e  r e s u l t s  b y  
C E .  
1 . 6 . 3  C h i r a l  s e p a r a t i o n s  
C h i r a l  p u r i t y  i s  a n  i m p o r t a n t  a s p e c t  o f  p h a r m a c e u t i c a l  s a f e t y .  C h i r a l  
c o m p o u n d s  c a n  b e  s y n t h e s i s e d  a s  r a c e m a t e s  o r  s i n g l e  e n a n t i o m e r s .  A  f i n a l  
p r o d u c t  s h o u l d  c o n t a i n  l e s s  t h a n  0 . 1  %  o f  u n d e s i r e d  e n a n t i o m e r s  [ 1 4 ] .  T o  q u a n t i f y  
t h e s e  a m o u n t s  c a n  b e  a  c h a l l e n g e  f o r  t h e  s e n s i t i v i t y  a n d  s e l e c t i v i t y  o f  a n y  
t e c h n i q u e .  A s  w a s  d i s c u s s e d  i n  s e c t i o n  1 . 4 . 3  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  c a n  c h o o s e  
f r o m  a  l a r g e  r a n g e  o f  c h i r a l  s e l e c t o r s  t o  a c h i e v e  t h e  r e q u i r e d  a i m .  C e r t a i n  i s s u e s  
m a y  a r i s e  i f  r a n d o m l y  s u b s t i t u t e d  C D  d e r i v a t i v e s  a r e  e m p l o y e d  [ 1 8 7 ] .  M o s t  
i n t e r n a t i o n a l  p h a r m a c o p o e i a s  u s e  o p t i c a l  r o t a t i o n  o r  c h i r a l  H P L C  m e t h o d s  f o r  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  e n a n t i o m e r i c  p u r i t y  o f  d r u g s .  S i n c e  H P L C  s o m e t i m e s  c a n n o t  
o f f e r  t h e  r e q u i r e d  s e l e c t i v i t y  a n d  b e c a u s e  o f  t h e  s i m i l a r  m o l e c u l a r  w e i g h t s ,  
s t r u c t u r a l  i s o m e r s  a r e  n o t  s p e c i f i c a l l y  d e t e c t e d  u s i n g  H P L C - M S .  C a p i l l a r y  
e l e c t r o p h o r e s i s ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  o f f e r s  h i g h  s e p a r a t i o n  e f f i c i e n c y  a n d  c a n  b e  
a p p l i e d  a s  a n  a d j u n c t  t o  H P L C .  T h e r e f o r e ,  a  s e t  o f  h i g h l y  s e l e c t i v e  C E  m e t h o d s  i s  
u s e d  o r t h o g o n a l l y  i n  t h e  s p e c i f i c i t y  a s s e s s m e n t  o f  H P L C  m e t h o d s  [ 1 8 8 ] .  
A  g e n e r i c  a p p r o a c h  t o  c h i r a l  s e p a r a t i o n s  b y  C E  h a s  r e c e n t l y  e m e r g e d  i n  
p u b l i c a t i o n s  b y  p h a r m a c e u t i c a l  c o m p a n i e s  [ 1 8 9 ,  1 9 0 1 .  K n o w i n g  t h e  s t r u c t u r e  o r  
e v e n  f b n c t i o n a l  g r o u p s  o f  t h e  c o m p o u n d ,  i n i t i a l  s e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  c a n  b e  
s e l e c t e d  a n d  t h e n  v a r i a t i o n  o f  t h e  p o t e n t i a l  c o m p o n e n t s  o f  t h e  b u f f e r  c a n  b e  r u n  i n  
a  s e q u e n c e .  O t h e r  p a r a m e t e r s  o f  s e p a r a t i o n  c a n  b e  f i u t h e r  o p t i m i s e d .  T h e  
d e v e l o p m e n t  o f  t h e  s a m e  m e t h o d  w i t h  H P L C  c a n  b e  q u i t e  a  t i m e - c o n s u m i n g  
p r o c e s s  b e c a u s e  s t a t i o n a r y  a n d  m o b i l e  p h a s e s  c o m b i n a t i o n s  h a v e  t o  b e  
i n v e s t i g a t e d .  T h e  t o t a l  c o s t  o f  t h e  c a p i l l a r y  a n d  t h e  c y c l o d e x t r i n  i s  s t i l l  m u c h  
l o w e r  t h a n  t h e  c o s t  o f  a  c h i r a l  H P L C  c o l u m n  w i t h  s p e c i a l i s e d  s t a t i o n a r y  p h a s e s .  
S a n g e r - v a n  d e  G r i e n d  e t  u l .  [ I 9 1 1  r e p o r t e d  a  m e t h o d  f o r  t h e  e n a n t i o m e r i c  
s e p a r a t i o n s  o f  a d r e n a l i n e  i n  h i g h - c o n c e n t r a t e d  l o c a l  a n a e s t h e t i c  i n j e c t i o n  s o l u t i o n .  
N o  s a m p l e  p r e p a r a t i o n  w a s  r e q u i r e d  f o r  t h i s  s i m p l e  a n d  r o b u s t  c h i r a l  C E  m e t h o d  
t o  d e t e c t  r a c e m i s a t i o n  a m o u n t  o f  a d r e n a l i n e  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 1  p g  m ~ - '  
( 0 . 0 0 2 - 0 . 0 0 3 %  o f  t h e  l o c a l  a n a e s t h e t i c ) .  A n  a - C D  w a s  e m p l o y e d  i n  a  n e w  c h i r a l  
C E  s e p a r a t i o n  o f  g a l a n t a m i n e  h y d r o b r o m i d e  e n a n t i o m e r s  [ 1 9 2 ] .  A  l i m i t  o f  
d e t e c t i o n  o f  0 . 0 4 %  ( w l w )  w a s  a c h i e v e d  a n d  t h e  m e t h o d  w a s  s u c c e s s f u l l y  i n c l u d e d  
i n  a  n e w  d r u g  a p p l i c a t i o n  b y  J a n s s e n  P h a r m a c e u t i c a l s .  T h e  m e t h o d  w a s  f u l l y  
v a l i d a t e d  a c c o r d i n g  t o  I n t e r n a t i o n a l  C o n f e r e n c e  o n  H a r m o n i s a t i o n  g u i d e l i n e s  a n d  
w a s  s u c c e s s f u l l y  t r a n s f e r r e d  t o  l a b o r a t o r i e s  i n  E u r o p e ,  U S ,  J a p a n  a n d  C h i n a  [ 5 3 ] .  
A  C E  m e t h o d  f o r  d e t e r m i n i n g  e p h e d r i n e  e n a n t i o m e r s  [ I 9 3 1  c o u l d  r e p l a c e  t h e  
c u r r e n t  o p t i c a l  r o t a t i o n  m e t h o d  i n  t h e  E u r o p e a n  P h a r m a c o p o e i a  a s  i t  p r o v i d e s  
r e q u i r e d  L O D  ( 0 . 1  % )  f o r  ( + )  e p h e d r i n e  a n d  l i n e a r i t y  i n  a  r a n g e  0 . 1  %  t o  1  % .  
1 . 6 . 4  B i o a n a l y s i s  o f  p h a r m a c e u t i c a l s  
T h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  p h a r m a c e u t i c a l s  i n  b i o l o g i c a l  f l u i d s  i s  e s s e n t i a l  f o r  
t h e r a p e u t i c  d r u g  m o n i t o r i n g ,  f o r e n s i c  a n d  c l i n i c a l  t o x i c o l o g y  a n d  p h a r m a c o l o g i c a l  
r e s e a r c h .  T h e  i s s u e s  o f  s a m p l e  c l e a n  u p  a n d  p r e c o n c e n t r a t i o n  o f  s a m p l e  a r i s e  d u e  
t o  t h e  c o m p l e x i t y  o f  b i o l o g i c a l  m a t r i c e s  a n d  s m a l l  q u a n t i t i e s  o f  a n a l y t e s .  
B i o l o g i c a l  s a m p l e s  c o n s i s t  o f  m a n y  c o m p o n e n t s ,  s u c h  a s  m a c r o m o l e c u l e s  o f  
p r o t e i n s ,  l i p i d s ,  c a r b o h y d r a t e s  a n d  s m a l l  m o l e c u l e s  o f  d i f f e r e n t  n a t u r e ,  w h i c h  m a y  
p r o h i b i t  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  c a p i l l a r y  o r  c a n  i n t e r a c t  w i t h  a n a l y t e s .  T h e  
p h a r m a c e u t i c a l  c o n t e n t s  h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d  i n  t h e  v a r i e t y  o f  m a t r i x e s .  F o r  
e x a m p l e ,  a n t h r a c y c l i n e  a n t i b i o t i c s  w e r e  a n a l y s e d  i n  h u m a n  p l a s m a  [  1 9 4 1 ,  
d e x a m e t h a z o n e  i n  t e a r s  [ I  9 5 1 ,  a m p h e t a m i n e  a n d  r e l a t e d  c o m p o u n d s  i n  u r i n e  [ 1 9 6 ,  
1 9 7 1 .  
D i r e c t  s a m p l e  i n j e c t i o n  i s  p o s s i b l e  w i t h  b i o l o g i c a l  s a m p l e s  i f  t h e  a n a l y t e s  
d o  n o t  c o e l u t e  w i t h  t h e  m a t r i x  c o m p o n e n t s .  T h e  m a i n  p r o b l e m  w i t h  t h e  d i r e c t  
i n j e c t i o n  o f  p l a s m a  o r  s e r u m  i s  t h e  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t e i n s  [ 1 9 8 ] ,  w h i c h  
c a n  a b s o r b  t o  t h e  c a p i l l a r y  w a l l s  o r  b i n d  t o  a n a l y t e s .  T h e  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  
s a l t s  p r e s e n t  i n  u r i n e  c a u s e s  h i g h  c o n d u c t i v i t y  o f  t h e  s a m p l e  a n d  l e s s  e f f i c i e n t  
s e p a r a t i o n s  [ 1 6 2 ] .  A  d i r e c t  s a m p l e  i n j e c t i o n  w a s  e m p l o y e d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  
o f  s i x  o r g a n i c  a c i d s  i n  c e r e b r o s p i n a l  f l u i d  [ 1 9 9 ] .  I n  t h i s  w o r k ,  a d v e r s e  e f f e c t s  o f  
p r o t e i n s ,  w h i c h  f r e q u e n t l y  c o m p r o m i s e  t h e  C E  p e r f o r m a n c e ,  c o u l d  b e  e f f e c t i v e l y  
m i n i m i s e d  b y  t h e  t r i p l e  l a y e r  c o a t i n g  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  r i n s e s  o f  0 . 1  M  
h y d r o c h l o r i c  a c i d .  % R S D s  f o r  m i g r a t i o n  t i m e s  a n d  p e a k  a r e a s  w e r e  < 2 %  a n d  
< 7 % ,  r e s p e c t i v e l y .  D i r e c t  s a m p l e  i n j e c t i o n  i s  a l s o  p o s s i b l e  w h e n  t h e  s a m p l e  i s  
d i l u t e d  w i t h  t h e  b a c k g r o u n d  e l e c t r o l y t e ,  b u t  i t  o f t e n  c o m p r o m i s e s  t h e  s e n s i t i v i t y .  
P r o t e i n  r e m o v a l  b y  u l t r a f i l t r a t i o n  [ 2 0 0 ]  o r  p r e c i p i t a t i o n  [ 2 0 1 ]  i s  o f t e n  
e m p l o y e d  p r i o r  t o  C E  a n a l y s i s  o f  b i o l o g i c a l  s a m p l e s .  M i c r o d i a l y s i s  s a m p l i n g  w a s  
c o u p l e d  o n - l i n e  t o  m i c e l l a r  e l e c t r o k i n e t i c  c h r o m a t o g r a p h y  t o  m o n i t o r  e x t r a c e l l u l a r  
d o p a m i n e  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  b r a i n s  o f  r a t s  [ 2 0 2 ] .  T h e  d e t e c t i o n  l i m i t  f o r  
d o p a m i n e  w a s  a s  l o w  a s  2  n M  w h e n  s a m p l i n g  b y  d i a l y s i s .  T a g l i a r o  e t  a l .  [ 2 0 3 ]  
r e p o r t e d  t h e  a n a l y s i s  o f  t h e o p h y l l i n e  i n  s e r u m  u s i n g  s i m p l e  m e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n  
o f  p r o t e i n s .  T h e  m e t h o d  w a s  c h a r a c t e r i s e d  b y  g o o d  l i n e a r i t y  r a n g e  o f  2 - 1 2 0  p g  
m ~ . '  a n d  s u f f i c i e n t  L O D  ( 2  p g  m ~ - ' ) ,  w h i l e  t h e  e f f i c i e n c y  w a s  2 0  t i m e s  h i g h e r  
t h a n  t h e  H P L C  m e t h o d .  
L i q u i d - l i q u i d  e x t r a c t i o n  ( L L E )  o r  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  a r e  a t t r a c t i v e  
s a m p l e  p r e t r e a t m e n t  m e t h o d s  a s  s e l e c t i v e  a n d  s i m u l t a n e o u s  c o n c e n t r a t i o n  o f  
a n a l y t e  u s u a l l y  t a k e s  p l a c e  [ 1 6 1 ] ,  b u t  t h e  m e t h o d s  a r e  t i m e  c o n s u m i n g .  V a r i o u s  
a p p r o a c h e s  h a v e  b e e n  m a d e  i n  o n - l i n e  s a m p l e  p r e t r e a t m e n t  m e t h o d s  f o r  C E  [ 2 0 4 ] ,  
w h i c h  s i g n i f i c a n t l y  m i n i m i s e  t i m e  a n d  e f f o r t .  
A  u n i q u e  a d v a n t a g e  o f  C E  i s  t h e  p o s s i b i l i t y  t o  a p p l y  e l e c t r o p h o r e t i c  
p r e c o n c e n t r a t i o n .  C h a r g e d  a n a l y t e s  c a n  b e  c o n c e n t r a t e d  b y  I T P  o r  b y  s a m p l e  
s t a c k i n g  [ 2 0 5 ] .  A  c o m b i n a t i o n  o f  S P E  a n d  I T P  m e t h o d  w i t h  c o n d u c t i v i t y  d e t e c t o r  
f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  d i u r e t i c s  a n d  P - b l o c k e r s  i n  s e r u m  a n d  i n  u r i n e  [ 2 0 6 ]  r e s u l t e d  i n  
l o w  L O D s  3 2 - 4 6  n g  m ~ ' .  S w e e p i n g  p r e c o n c e n t r a t i o n  o f  a  C E  m e t h o d  f o r  t h e  
t r a c e s  a m o u n t  o f  a n t h r a c y c l i n e s  p r o v i d e d  a n  e x c e l l e n t  d e t e c t i o n  l i m i t  o f  m o l  
L - '  e v e n  w i t h  t h e  U V  d e t e c t i o n  [ 1 9 4 ] .  I m p r o v e m e n t  o f  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  C E  i s  
a l s o  p o s s i b l e  i n  t h e  d e t e c t i o n  s t e p  b y  c o u p l i n g  C E  w i t h  L I F  [ 1 4 8 - 1 5 0 1 ,  
e l e c t r o c h e m i c a l  d e t e c t i o n  [ 2 0 7 ]  a n d  m a s s  s p e c t r o m e t r y  [ 1 5 3 ] .  A  Z - t y p e  d e t e c t i o n  
c e l l  w i t h  U V  d e t e c t i o n  w a s  a l s o  e m p l o y e d  f o r  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n  l i m i t s  o f  
m e t h o t r e x a t e  i n  p l a s m a  a n d  u r i n e  [ 9 2 ] .  
T h e  d e v e l o p m e n t  o f  h i g h  s p e e d  t e c h n o l o g y  i n  C E ,  w h i c h  a l l o w  s e p a r a t i o n s  
o n  t h e  m i l l i s e c o n d  t i m e  s c a l e ,  h a v e  o p e n e d  n e w  a r e a s  o f  a p p l i c a t i o n  s u c h  a s  r e a l  
t i m e  c h e m i c a l  m o n i t o r i n g  a n d  d e t e c t i o n  o f  s h o r t - l i v e d  s p e c i e s  ( p r o t e i n  c o n f o r m e r s  
o r  n o n - c o v a l e n t  c o m p l e x e s ) ,  r a p i d  m u l t i - d i m e n s i o n a l  s e p a r a t i o n s  a n d  h i g h -  
t h r o u g h p u t  a s s a y s  f o r  c l i n i c a l  l a b o r a t o r i e s  [ 2 0 8 ] .  A n  a u t o m a t e d  s y s t e m  w a s  
d e v e l o p e d  f o r  a  c o m p e t i t i v e  i m m u n o a s s a y  f o r  i n s u l i n  [ 2 0 9 ] .  T h e  s e p a r a t i o n  o f  
b o u n d  a n d  f r e e - l a b e l l e d  i n s u l i n  w a s  p e r f o r m e d  i n  7  s e c .  T h e  t h r o u g h p u t  w a s  
s i g n i f i c a n t l y  i m p r o v e d  a n d  t h e  s y s t e m  a l l o w e d  c o n t i n u o u s  m o n i t o r i n g  o f  t h e  
s a m p l e  s t r e a m  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 . 1 5 .  
F i g .  1 . 1 5 .  S e r i e s  o f  e l e c t r o p h e r o g r a m s  o b t a i n e d  i n  t h e  o n - l i n e  s y s t e m  f o r  a  
c o m p e t i t i v e  i m m u n o a s s a y  o f  i n s u l i n  [ a d a p t e d  f r o m  2 0 8 1 .  
1 . 6 . 5  P h y s i c o c h e m i c a l  m e a s u r e m e n t s  
T h e  s u c c e s s  o f  C E  h a s  n o t  o n l y  b e e n  i n  t h e  s e p a r a t i o n  a n d  d e t e r m i n a t i o n  
a r e a s ,  b u t  a l s o  i n  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  p h y s i c o c h e m i c a l  p r o p e r t i e s .  C E  h a s  b e e n  
u s e d  i n  t h e  s t u d y  o f  v a r i o u s  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s ,  s u c h  a s  a c i d - b a s e ,  c o m p l e x -  
f o r m i n g ,  i o n  a s s o c i a t i o n  a n d  i n c l u s i o n .  T h e  k n o w l e d g e  o f  t h e  s e p a r a t i o n  
m e c h a n i s m  a n d  m o d e l  p a r a m e t e r s  i n c l u d i n g  t h e  r e s p e c t i v e  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  
e n a b l e s  t h e  b e h a v i o r  o f  a n a l y t e s  d u r i n g  t h e  s e p a r a t i o n  t o  b e  p r e d i c t e d  a n d  t h e  
s e p a r a t i o n  t o  b e  o p t i m i z e d  [ 2  1 0 1 .  E q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  a r e  e s t i m a t e d  f r o m  t h e  
c h a n g e s  i n  m i g r a t i o n  b e h a v i o r  w h i l e  c h a n g i n g  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  b a c k g r o u n d  
e l e c t r o l y t e .  
T h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  p K a  v a l u e s  b y  C Z E  i s  b a s e d  o n  t h e  o b s e r v a t i o n  o f  
t h e  e f f e c t i v e  m o b i l i t y  o f  a n  i o n i s a b l e  c o m p o u n d  i n  a  s e r i e s  o f  e l e c t r o l y t e  s o l u t i o n s  
o f  c o n s t a n t  i o n i c  s t r e n g t h  a t  d i f f e r e n t  p H  [ 2 1 1 ] .  T h e  e f f e c t i v e  m o b i l i t y  i s  p l o t t e d  
a s  a  f u n c t i o n  o f  p H  w i t h i n  a  s u i t a b l e  m o d e l  f o r  t h e  n u m b e r  o f  i o n i s a b l e  g r o u p s .  
T h e  m a i n  b e n e f i t  o f  e m p l o y i n g  C E  i n  t h i s  p r o c e d u r e  i s  t h a t  i t  c a n  h a n d l e  i m p u r e  
s a m p l e s  ( u n l i k e  p o t e n t i o m e t r i c  t i t r a t i o n  o r  U V - V i s  s p e c t r o s c o p y ) .  I n  a d d i t i o n ,  
p u r i t y  o f  e l e c t r o l y t e  i s  n o t  e s s e n t i a l  a n d  l i t t l e  a d j u s t m e n t  o f  t h e  m e t h o d s  i s  
r e q u i r e d  f o r  h i g h  t h r o u g h p u t  a p p l i c a t i o n s ;  o n l y  m o b i l i t i e s  a r e  u s e d  i n  c a l c u l a t i o n  
a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  i s  n o t  r e q u i r e d  ( u n l i k e  t i t r a t i o n )  [ 2 1 1 ] .  T h e  p K a  v a l u e s  o f  
s e v e r a l  p h a r m a c e u t i c a l s  h a v e  b e e n  c a l c u l a t e d  [ 2 1 2 ,  2  1 3 1  a n d  s u c c e s s f u l l y  
c o m p a r e d  t o  l i t e r a t u r e  v a l u e s  1 2 1 4 1 .  B y  a d d i n g  o r g a n i c  s o l v e n t s  t o  t h e  e l e c t r o l y t e ,  
t h e  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  w a t e r - i n s o l u b l e  a n d  s p a r i n g l y  s o l u b l e  c o m p o u n d s  
c a n  b e  d e t e r m i n e d  [ 2 1 2 ] .  O n l y  a  s m a l l  a m o u n t  o f  m a t e r i a l  i s  n e e d e d  f o r  C E  
a n a l y s i s  a n d  t h i s  c a n  b e  v e r y  u s e f u l  f o r  s c r e e n i n g  n o v e l  p h a r m a c e u t i c a l  
c o m p o u n d s  w h e n  o n l y  r e s t r i c t e d  a m o u n t s  o f  s a m p l e  a r e  a v a i l a b l e  [ 2 1 5 ] .  T h i s  i s  
a l s o  a d v a n t a g e o u s  w h e n  a n a l y s i n g  s m a l l  q u a n t i t i e s  o f  r a d i o p h a r m a c e u t i c a l s  [ 2  1 6 1  
o r  u n s t a b l e  c o m p o u n d s  [ 2  1  7 1 .  
A n o t h e r  e x a m p l e  o f  t h e  e s t i m a t i o n  o f  t h e  s t a b i l i t y  c o n s t a n t  b y  C E  i s  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  c o n s t a n t s  o f  i n c l u s i o n  c o m p l e x e s  w i t h  c y c l o d e x t r i n s .  I n  t h e  
p h a r m a c e u t i c a l  f i e l d  t h e  d i f f e r e n t  i n t e r a c t i o n  o f  o p t i c a l  i s o m e r s  w i t h  c y c l o d e x t r i n s  
i s  t h e  m a i n  w a y  o f  p e r f o r m i n g  t h e i r  s e p a r a t i o n  
[ 2 1 8 - 2 2 0 1 .  T h e  d e g r e e  o f  
i n t e r a c t i o n  o f  c o m p o u n d s  w i t h  c y c l o d e x t r i n  a f f e c t s  i t s  e l e c t r o p h o r e t i c  b e h a v i o r .  
A s s u m p t i o n  o f  1  :  1  s t o i c h i o m e t r i c  i n t e r a c t i o n  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  s e v e r a l  
m a t h e m a t i c a l  m o d e l s  [ I 0 6 1  l e a d s  t o  r e l a t i v e l y  s i m p l e  c a l c u l a t i o n s  o f  t h e  s t a b i l i t y  
c o n s t a n t .  K n o w i n g  t h i s  c o n s t a n t  i t  i s  p o s s i b l e  t o  c a l c u l a t e  t h e  o p t i m u m  
c o n c e n t r a t i o n  o f  c h i r a l  s e l e c t o r  [ I  0 6 - 1  0 8 1 .  I n c l u s i o n  c o m p l e x e s  o f  s o m e  
p h a r m a c e u t i c a l s  h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d  i n  l i t e r a t u r e  [ 2 2  1 - 2 2 3 1 .  
T h e  p o s s i b i l i t y  t o  e m p l o y  b u f f e r s  a t  e x t r e m e  p H  ( < 2  a n d  1 2 )  h a s  b e e n  u s e d  
i n  C E  t o  m e a s u r e  t h e  p a r t i t i o n i n g  c o e f f i c i e n t  l o g P o ,  o f  a c i d s  a n d  b a s e s  i n  t h e i r  
u n c h a r g e d  s t a t e  [ 2 2 4 ] .  S u c h  a n  o p p o r t u n i t y  m a y  n o t  a r i s e  i n  t h e  H P L C  m e t h o d  
w h e r e  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e  h a s  t o  b e  t a k e n  i n t o  a c c o u n t .  T h e  
p a r t i t i o n i n g  o f  c o m p o u n d s  i n t o  M E K C  m i c e l l e s  [ 2 2 5 ]  a n d  M E E K C  o i l  d r o p l e t s  
[ 2 2 6 ]  h a s  b e e n  r e l a t e d  t o  t h e i r  s o l u b i l i t y  m e a s u r e m e n t s .  T h e  o c t a n o l - w a t e r  
p a r t i t i o n i n g  c o e f f i c i e n t  i s  d e t e r m i n e d  f r o m  a  c a l i b r a t i o n  g r a p h  o f  k n o w n  l o g P o ,  o f  
a  n e u t r a l  m a r k e r  a g a i n s t  m i g r a t i o n  t i m e .  T h e  l o g P o ,  o f  a n a l y t e  c a n  t h e n  b e  
c a l c u l a t e d  b y  i t s  o w n  m i g r a t i o n  t i m e  t h r o u g h  t h e  g r a p h .  L o n g e r  m i g r a t i o n  t i m e s  o f  
c o m p o u n d s  c o r r e s p o n d  t o  h i g h e r  l o g P o ,  v a l u e s .  T h e  o c t a n o l - w a t e r  p a r t i t i o n i n g  
c o e f f i c i e n t  h a s  b e e n  s u c c e s s f u l l y  m e a s u r e d  f o r  p h a r m a c e u t i c a l s  [ 1 2 0 , 2 2 7 ] .  
1 . 7  C O N C L U S I O N S  A N D  T H E S I S  O U T L I N E  
T h e  f u n d a m e n t a l  a i m  o f  t h i s  t h e s i s  w a s  t o  f u r t h e r  i n v e s t i g a t e  t h e  
a d v a n t a g e s  o f  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  s e v e r a l  p h a r m a c e u t i c a l s  
a n d ,  t h u s ,  m a k i n g  a  c o n t r i b u t i o n  t o  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  C E  a m o n g  o t h e r  
a n a l y t i c a l  m e t h o d s .  
T h e  b a s i c  p r i n c i p l e s  b e h i n d  t h e  s u p e r i o r  r e s o l v i n g  p o w e r  o f  t h e  c a p i l l a r y  
e l e c t r o p h o r e s i s  w e r e  o u t l i n e d  i n  t h e  L i t e r a t u r e  r e v i e w .  D i f f e r e n t  w a y s  o f  
o p t i m i s i n g  s e p a r a t i o n  i n  C E  w e r e  d e m o n s t r a t e d .  R e v e a l i n g  t h e  a d v a n t a g e s  o f  t h e  
t e c h n i q u e  w h i l e  a c k n o w l e d g i n g  i t s  d r a w b a c k s ,  t h e  w i d e  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  C E  a n d  
c o m p a r i s o n  t o  o t h e r  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e s  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  p h a r m a c e u t i c a l s  w a s  
e x p l o r e d .  
I n  c o n c l u s i o n  t o  t h i s  l i t e r a t u r e  r e v i e w  i t  s h o u l d  b e  m e n t i o n e d  t h a t  t h e  r e a l  
v a l u e  o f  C E  i s  n o t  i n  t h o s e  a r e a s  w h e r e  s i g n i f i c a n t  a d d i t i o n a l  w o r k  i s  r e q u i r e d  t o  
o v e r c o m e  t h e  d r a w b a c k s ,  b u t  i n  t h o s e  w h e r e  i t  c a n  m a k e  t h e  a n a l y s i s  e a s i e r ,  f a s t e r  
a n d  m o r e  s t r a i g h t f o r w a r d .  
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J .  C h r o m a t o g r .  A  7 8 1  ( 1 9 9 7 )  1 3 9 .  
7 3 .  C . P .  P a l m e r  a n d  H . M .  M c N a i r ,  J .  M i c r o c o l u m n  S e p a r .  4  ( 1 9 9 2 )  5 0 9 .  
7 4 .  J .  J .  B e r z a s ,  J .  R o d e r i g u e z ,  G .  C a s t a n e d a ,  M .  J .  P i n i l l a ,  C h r o m a t o g r a p h i a  4 9  ( 1  9 9 9 )  6 5 .  
7 5 .  M .  G r a t z e l  a n d  J . K .  T h o m a s ,  i n :  E .  L .  W e h r y  ( E d . ) ,  M o d e r n  F l u o r e s c e n c e  
S p e c t r o s c o p y ,  P l e n u m  P r e s s ,  1 9 7 6 .  
7 6 .  D .  C r o s b y  a n d  Z .  E l  R a s s i ,  J .  L i q .  C h r o m a t o g r .  1 6  ( 1 9 9 3 )  2 1  6 1 .  
7 7 .  M .  B l a n c o  a n d  I .  V a l v e r d e ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  9 5 0  ( 2 0 0 2 )  2 9 3 .  
7 8 .  W . - S .  H u a n g ,  S . - J .  L i n ,  H . L .  W u ,  S . - H .  C h e n ,  J .  C h r o m a t o g r .  B  7 9 5  ( 2 0 0 3 )  3 2 9 .  
7 9 .  Y .  P i c o ,  R .  R o d r i g u e z ,  J .  M a n e s ,  T r e n d s  A n a l .  C h e m .  2 2  ( 2 0 0 3 )  1 3 4 .  
8 0 .  J . J . B .  N e v a d o ,  C . G .  C a b a n i l l a s ,  M . J . V .  L l e r e n a ,  V . R .  R o b l e d o ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  
1 0 7 2  ( 2 0 0 5 )  2 4 9 .  
8  1 .  Y .  S h i ,  C .  H u o ,  H .  Y a o ,  R .  G a o ,  Y .  Z h a o ,  B .  X u ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  1 0 7 2  ( 2 0 0 5 )  2 7 9 .  
8 2 .  A . - C .  S e r v a i s ,  M .  F i l l e t ,  P .  C h i a p ,  W .  D e w C ,  P .  H u b e r t ,  J .  C r o m m e n ,  J .  C h r o m a t o g r .  
A  1 0 6 8  ( 2 0 0 5 )  1 4 3 .  
8 3 .  Y .  S h i m a z a k i  a n d  T .  M a n a b e ,  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  1 7 4 9  ( 2 0 0 5 )  9 5 .  
8 4 .  P . T .  T .  H a ,  A . V .  S c h e p d a e l ,  E .  R o e t s ,  J .  H o o g m a r t e n s ,  J .  P h a r r n .  B i o m e d .  A n a l .  3 4  
( 2 0 0 4 )  8 6  1 .  
8 5 .  Z .  C h e n ,  K .  U c h i y a r n a ,  T .  H o b o ,  A n a l .  C h i m .  A c t a  5 2 3  ( 2 0 0 4 )  1 .  
8 6 .  M . E .  B o h l i n ,  E .  K o g u t o w s k a ,  L . G .  B l o m b e r g ,  N . H . H .  H e e g a a r d ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  
1 0 5 9  ( 2 0 0 4 )  2  1 5 .  
8 7 .  Y .  T a n a k a  a n d  S .  T e r a b e ,  J .  B i o c h e m .  B i o p h y s .  M e t h o d s  4 8  ( 2 0 0 1 )  1 0 2 .  
8 8 .  S . I .  C h o ,  J .  S h i m ,  M . - S .  K i m ,  Y . - K .  K i m ,  D . S .  C h u n g ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  1 0 5 5  ( 2 0 0 4 )  
2 4 1 .  
8 9 .  T .  B o ,  S . K .  W i e d m e r ,  M . L .  R i e k k o l a ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 5  ( 2 0 0 4 )  1 7 8 4 .  
9 0 .  T .  d e  B o e r ,  R .  B i j m a ,  K .  E n s i n g ,  J .  P h a r m .  B i o m e d .  A n a l .  1 9  ( 1 9 9 9 )  5 2 9 .  
9 1 .  A . R .  K h a n ,  P .  F o r g o ,  K . J .  S t i n e ,  V .  T .  D 7 S o u z a ,  C h e m .  R e v .  9 8  ( 1 9 9 8 )  1 9 7 7 .  
9 2 .  C .  J .  E a s t o n  a n d  S .  F .  L i n c o l n ,  M o d i f i e d  C y c l o d e x t r i n s ,  I m p e r i a l  C o l l e g e  P r e s s ,  
L o n d o n ,  1 9 9 9 .  
9 3 .  T .  S c h m i t t ,  P r o g r e s s  i n  H P L C - H P C E  5  ( 1  9 9 7 )  3  8 3 .  
9 4 .  W .  Q i n ,  H .  W e i ,  S . F .  L i ,  A n a l y s t .  1 2 7  ( 2 0 0 2 )  4 9 0 .  
9 5 .  M . T .  C h i a n g ,  S . Y .  C h a n g ,  C . W .  W h a n g ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 2  ( 2 0 0 1 )  1 2 3 .  
9 6 .  Z .  Q u a n ,  Y .  S o n g ,  A .  S a u l s b e r r y ,  Y .  S h e n g ,  Y . M .  L i u ,  C h r o m a t o g r .  S c i .  4 3  ( 2 0 0 5 )  
1 2 1 .  
9 7 .  L .  F a n ,  Y .  C h e n g ,  H .  C h e n ,  L .  L i u ,  X .  C h e n ,  Z .  H u ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 5  ( 2 0 0 4 )  3 1 6 3 .  
9 8 .  B .  Z h a n g ,  I . S .  K r u l l ,  A .  C o h e n ,  D . L .  S m i s e k ,  A .  K l o s s ,  B .  W a n g ,  A . J .  B o u r q u e ,  J .  
C h r o m a t o g r .  A  1 0 3 4  ( 2 0 0 4 )  2 1 3 .  
9 9 .  h t t p : / / ~ ~ ~ ~ w . c y ~ l ~ d e x . ~ o m / n a t u r a l  c y c l o d e x t r i n s . h t m  
1 0 0 .  L u m i n e s c e n c e  A p p l i c a t i o n s  i n  B i o l o g i c a l ,  C h e m i c a l ,  a n d  H y d r o l o g i c a l  S c i e n c e s ,  
A C S  S y m p o s i u m  S e r i e s  3 8 3 .  
1 0 1 .  R .  I .  G e l b ,  L .  M .  S c h w a r t z ,  J .  J .  B r a d s h a w ,  D .  A .  L a u f e r ,  B i o o r g .  C h e m .  9  ( 1 9 8 0 )  
2 9 9 .  
1 0 2 .  R .  I .  G e l b ,  L .  M .  S c h w a r t z ,  D .  A .  L a u f e r ,  B i o o r g .  C h e m .  1 1  ( 1 9 8 2 )  2 7 4 .  
1 0 3 .  Y .  D e n g ,  J .  Z h o u ,  M . D .  P e r k i n s ,  S . M .  L u n t e ,  A n a l .  C o r n m u n .  3 4  ( 1 9 9 7 )  1 2 9 .  
1 0 4 .  R . J .  T a i t ,  D . J .  S k a n c h y ,  D . P .  T h o m p s o n ,  N . C .  C h e t w y n ,  D . A .  R a l e w s k i ,  V . J .  S t e l l a ,  
J . F .  S t o b a u g h ,  J .  P h a r m .  B i o m e d .  A n a l .  1 0  ( 1 9 9 2 )  6 1 5 .  
1 0 5 .  R . J .  T a i t ,  D . P .  T h o m p s o n ,  V . J .  S t e l l a ,  J . F .  S t o b a u g h ,  A n a l .  C h e m .  6 6  ( 1 9 9 4 )  4 0 1 3 .  
1 0 6 .  S . A .  W r e n  a n d  R . C .  R o w e ,  J .  C h r o m a t o g r .  6 0 3  ( 1 9 9 2 )  2 3 5 .  
1 0 7 .  S . A .  W r e n  a n d  R . C .  R o w e ,  J .  C h r o m a t o g r .  6 0 9  ( 1 9 9 2 )  3 6 3 .  
1 0 8 .  S . A .  W r e n  a n d  R . C .  R o w e ,  J .  C h r o m a t o g r .  6 3 5  ( 1  9 9 3 )  1 1 3 .  
1 0 9 .  S .  T e r a b e ,  Y .  M i y a s h i t a ,  Y .  I s h i s h a m a ,  0 .  S h i b a t a ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  6 3 6  ( 1 9 9 3 )  4 7 .  
1 1 0 .  K .  H e i n i g  a n d  C .  V o g t ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 0  ( 1 9 9 9 )  3 3  1 1 .  
1 1  1 .  A .  M a r s h ,  B .  C l a r k ,  M .  B r o d e r i c k ,  J .  P o w e r ,  S . D o n e g a n ,  K .  A l t r i a ,  E l e c t r o p h o r e s i s  
2 5  ( 2 0 0 4 )  3 9 7 0 .  
1 1 2 .  R . L .  B o s o ,  M . S .  B e l l i n i ,  I .  M i k s i k ,  Z .  D e y l ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  7 0 9  ( 1 9 9 5 )  1 1 .  
1 1 3 .  H .  W a t a r a i ,  C h e m .  L e t t .  3  ( 1 9 9 1 )  3 9 1 .  
1 1 4 .  K . D .  A l t r i a ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  8 4 4  ( 1 9 9 9 )  3 7 1 .  
1 1 5 .  S .  P e d e r s e n - B j e r g a a r d ,  0 .  N a e s s ,  S .  M o e s t u e ,  K . E .  R a s m u s s e n ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  
8 7 6  ( 2 0 0 0 )  2 0 1 .  
1 1 6 .  J . M .  S a n c h e z  a n d  V .  S a l v a d o ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  9 5 0  ( 2 0 0 2 )  2 4 1 .  
1 1 7 .  L .  V o m a s t o v a ,  I .  M i k s i k ,  Z .  D e y l ,  J .  C h r o m a t o g r .  B  6 8 1  ( 1 9 9 6 )  1 0 7 .  
1 1 8 .  L . G . S o n g , Q . Y . O u , W . L . Y u W , G . Z . L i ,  J . C h r o m a t o g r . A 6 9 9 ( 1 9 9 5 ) 3 7 1 .  
1  1 9 .  M . F .  M i o l a ,  M . J .  S n o w e d ,  K . D .  A l t r i a ,  J .  P h a r m .  B i o m e d .  A n a l .  1 8  ( 1 9 9 8 )  7 8 5 .  
1 2 0 .  K . D .  A l t r i a ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  8 9 2  ( 2 0 0 0 )  1 7  1 .  
1 2 1 .  P . - E .  M a h u z i e r ,  K . D .  A l t r i a ,  B . J .  C l a r k ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  9 2 4  ( 2 0 0 1 )  4 6 5 .  
1 2 2 .  K . D .  A l t r i a ,  C h r o m a t o g r a p h i a  4 9  ( 1 9 9 9 )  4 5 7 .  
1 2 3 .  K . D .  A l t r i a ,  J .  C a p i l .  E l e c t r o p h o r .  M i c r o c h i p  T e c h .  7  ( 2 0 0 2 )  1 1 .  
1 2 4 .  K . D .  A l t r i a ,  M . F .  B r o d e r i c k ,  S .  D o n e g a n ,  J .  P o w e r ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 5  ( 2 0 0 4 )  6 4 5 .  
1 2 5 .  P . - E .  M a h u z i e r ,  B . J .  C l a r k ,  S . M .  B r y a n t ,  K . D .  A l t r i a ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 2  ( 2 0 0 1 )  
3 8 1 9 .  
1 2 6 .  C .  G a b e l - J e n s e n ,  S . H .  H a n s e n ,  S .  P e d e r s e n - B j e r g a a r d ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 2  ( 2 0 0 1 )  
1 3 3 0 .  
1 2 7 .  H . - Y .  H u a n g ,  Y . - C ,  L a i ,  C . - W .  C h i u ,  J . - M .  Y e h ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  9 9 3  ( 2 0 0 3 )  1 5 3 .  
1 2 8 .  S . H .  H a n s e n ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 4  ( 2 0 0 3 )  3 9 0 0 .  
1 2 9 .  S .  P e d e r s e n - B j e r g a a r d ,  C .  G a b e l - J e n s e n ,  S . H .  H a n s e ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  8 9 7  ( 2 0 0 0 )  
3 7 5 .  
1 3 0 .  S .  H a n s e n ,  C .  G a b e l - J e n s e n ,  D . T .  M o h a m e d  E l - S h e r b i n y ,  S .  P e d e r s e n - B j e r g a a r d ,  
T r e n d s  A n a l .  C h e m .  2 0  ( 2 0 0 1 )  6 1 4 .  
1 3 1 .  K . D .  A l t r i a ,  B . J .  C l a r k ,  P . - E .  M a h u z i e r ,  C h r o m a t o g r a p h i a  5 2  ( 2 0 0 0 )  7 5 8 .  
1 3 2 .  Y .  L o ,  T .  B o ,  M .  L i ,  S .  G o n g ,  K .  L i ,  H .  L u i ,  J .  L i q .  C h r o m a t o g r .  R e l .  T e c h n o l .  2 6  
( 2 0 0 3 )  1 7 1 9 .  
1 3 3 .  G . L i , X . C h e n , M . L i u , Z . H u , A n a l y s t  1 2 3  ( 1 9 9 8 )  1 5 0 1 .  
1 3 4 .  B .  F o r g a t y ,  E .  D e m p s e y ,  F .  R e g a n ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  1 0 1 4  ( 2 0 0 3 )  1 2 9 .  
1 3 5 .  S .  P e d e r s e n - B j e r g a a r d ,  C h r o m a t o g r a p h i a  5 2  ( 2 0 0 0 )  5 9 3 .  
1 3 6 .  R .  P o m p i o n o ,  R .  G o t t i ,  B .  L u p p i ,  V .  C a v r i n i ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 4  ( 2 0 0 3 )  1 6 5 8 .  
1 3 7 .  H . - Y .  H u a n g ,  C . - L .  C h u a n g ,  C . - W .  C h i u ,  M . - C .  C h u n g ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 6  ( 2 0 0 5 )  
8 6 7 .  
1 3 8 .  S .  G o n g ,  T .  B o ,  L .  H u a n g ,  K . A .  L i ,  H .  L i u ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 5  ( 2 0 0 4 )  1 0 5 8 .  
1 3 9 .  B . M .  S i m o n e t ,  A .  R i o s ,  M .  V a l c a r c e l ,  T r e n d s  A n a l .  C h e m .  2 2  ( 2 0 0 3 )  6 0 5 .  
1 4 0 .  J . M .  H e r r e r o - M a r t i n e z ,  P . J .  S c h o e n m a k e r s ,  W . T .  K o k ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  1 0 5 3  ( 2 0 0 4 )  
2 2 7 .  
1 4 1 .  Y . W .  L i n ,  C . C .  H u a n g ,  H . T .  C h a n g ,  A n a l .  B i o c h e m .  3 7 6  ( 2 0 0 3 )  3 7 9 .  
1 4 2 .  A . K .  L a l l o o ,  S . C .  C h a t t a r a j ,  I .  K a n f e r ,  J .  C h r o m a t o g r .  B  7 0 4  ( 1 9 9 7  3 3 3 .  
1 4 3 .  S . E .  M o r i n g ,  R . T .  R e e l ,  R . E .  J .  v a n  S o e s t ,  A n a l .  C h e m .  6 5  ( 1 9 9 3 )  3 4 5 4 .  
1 4 4 .  N .  O z t e k i n  a n d  F . B .  E r i m ,  J .  P h a r m .  B i o m e d .  A n a l .  3 7  ( 2 0 0 5 )  1 1 2 1 .  
1 4 5 .  J .  K o y a m a ,  I .  M o r i t a ,  H ,  F u j i y o s h i ,  N .  K o b a y a s h i ,  C h e m .  P h a r m .  B u l l .  ( T o k y o )  5 3  
( 2 0 0 5 )  5 7 3 .  
1 4 6 .  Y . H .  C h u ,  L . Z .  A v i l a ,  J .  G a o ,  G . M .  W h i t e s i d e s ,  A c c .  C h e m .  R e s .  2 8  ( 1 9 9 5 )  4 6 1 .  
1 4 7 .  Y . H .  L e e ,  R . G .  M a u s ,  B . W .  S m i t h ,  J . D .  W i n e f o r d n e r ,  A n a l .  C h e m .  6 6  ( 1  9 9 4 )  4 1 4 2 .  
1 4 8 .  T .  P e r e z - R u i z ,  C .  M a r t i n e z - L o z a n o ,  R .  G a l e r a ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 7  ( 2 0 0 6 )  2 3  1 0 .  
1 4 9 .  G .  K a v r a n - B e l i n ,  S .  R u d a z ,  J . L .  V e u t h e y ,  J .  S e p .  S c i .  2 8  ( 2 0 0 5 )  2 1 8 7 .  
1 5 0 .  L .  C a o ,  H .  W a n g ,  H .  Z h a n g ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 6  ( 2 0 0 5 )  1 9 5 4 .  
1 5  1 .  C . W .  K l a r n p f l ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 7  ( 2 0 0 6 )  3 .  
1 5 2 .  M .  N i e d d u ,  G .  B o a t t o ,  G .  D e s s i ,  J .  C h r o m a t o g r .  B  ( 2 0 0 7 )  I n  P r e s s .  
1 5 3 .  W .  F .  S m y t h ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 6  ( 2 0 0 5 )  1 3 3 4 .  
1 5 4 .  M . C .  H s i e h  a n d  C . H .  L i n ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 5  ( 2 0 0 4 )  6 7 7 .  
1 5 5 .  P .  B o c e k  a n d  P .  G e b a u e r ,  E l e c t r o p h o r e s i s  5  ( 1 9 8 4 )  3 3 8 .  
1 5 6 .  J .  S a d e c k a ,  M .  C a k r t ,  A .  H e r c e g o v a ,  J .  P o l o n s k y ,  I .  S k a c a n i ,  J .  P h a r r n .  B i o m e d .  
A n a l .  2 5  ( 2 0 0 1 )  8 8 1 .  
1 5 7 .  J .  S a d e c k a  a n d  M .  C a k r t ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  1 0 8 4  ( 2 0 0 5 )  1 5 2 .  
1 5 8 .  J .  S a d e c k a ,  A .  H e r c e g o v a ,  J .  P o l o n s k y ,  J .  C h r o m a t o g r .  B  7 2 9  ( 1 9 9 9 )  1 1 .  
1 5 9 .  A .  H e r c e g o v a ,  J .  S a d e c k a ,  J .  P o l o n s k y ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 1  ( 2 0 0 0 )  2 8 4 2 .  
1 6 0 .  F . W .  T e m p e l s ,  J .  T e e u w s e n ,  I . K .  K y r i a k o u ,  G .  T h e o d o r i d i s ,  W . J .  U n d e r b e r g ,  G . W .  
S o m s e n ,  G . J .  d e  J o n g ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  1 0 5 3  ( 2 0 0 4 ) 2 6 3 .  
1 6  1 .  N .  D e l a u n a y - B e r t o n c i n i  a n d  M . C .  H e n n i o n ,  J .  P h a r m .  B i o m e d .  A n a l .  3 4  ( 2 0 0 4 )  7  1 7 .  
1 6 2 .  C . M .  B o o n e ,  J . C . M .  W a t e r v a l ,  H .  L i n g e m a n ,  K .  E n s i n g ,  W . J . M .  U n d e r b e r g ,  J .  
P h a r m .  B i o m e d .  A n a l .  2 0  ( 1  9 9 9 )  8 3  1 .  
1 6 3 .  E u r o p e a n  P h a r m a c o p o e i a ,  5 ' 9 d . ,  E u r o p e a n  D e p a r t m e n t  f o r  t h e  q u a l i t y  o f  
M e d i c i n e s ,  S t r a s b o u r g ,  F r a n c e  2 0 0 4 .  
1 6 4 .  T h e  U n i t e s  S t a t e s  P h a r m a c o p o e i a  U S P  2 8 ,  T h e  U n i t e d  S t a t e s  P h a r m a c o p o e i a  
C o n v e n t i o n ,  R o c k v i l l e ,  M D ,  U S A  2 0 0 5 .  
1 6 5 .  B . X .  M a y e r ,  M .  M i i l l e r ,  K . D .  A l t r i a ,  L C - G C  E u r .  1 4  ( 2 0 0  1 )  1 9 .  
1 6 6 .  A .  K a v a l i r o v a ,  M .  P o s p i s i l o v a ,  R .  H a m o u d o v a ,  C e s k a  S l o v .  F a r m .  5 3  ( 2 0 0 4 )  3 2 8 .  
1 6 7 .  A .  S i t t o n ,  M . G .  S c h m i d ,  G .  G u b i t z ,  H . Y .  A b o u l - E n e i n ,  J .  B i o c h e m .  B i o p h y s .  
M e t h o d s  6  1  ( 2 0 0 4 )  1  1 9 .  
1 6 8 .  M .  J a w o r s k a ,  Z .  S z u l i n s k a ,  M .  W i l k ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  9 9 3  ( 2 0 0 3 )  1 6 5 .  
1 6 9 .  P .  K i e s s l i n g ,  G . K .  S c r i b a ,  F .  S u s s ,  G .  W e r n e r ,  H .  K n o t h ,  M .  H a r t m a n n ,  J .  P h a r m .  
B i o m e d .  A n a l .  3 6  ( 2 0 0 4 )  5 3 5 .  
1 7 0 .  M . R .  G o m e z ,  L .  S o m b r a ,  R . A .  O l s i n a ,  L . D .  M a r t i n e z ,  M . F .  S i l v a ,  11 F a r m a c o .  6 0  
( 2 0 0 5 )  8 5 .  
1 7 1 .  M . T .  A c k e r m a n s ,  F . M .  E v e r a e r t s ,  J . L .  B e c k e r s ,  J .  C h r o m a t o g r .  6 0 6  ( 1 9 9 2 )  2 2 9 .  
1 7 2 .  M .  S .  A u r o r a - P r a d o ,  M .  S t e p p e ,  M . F . M .  T a v a r e s ,  E . R . M .  K e d o r - H a c k m a n n ,  M . I . R . M .  
S a n t o r o ,  J .  P h a r m .  B i o m e d .  A n a l .  3 7  ( 2 0 0 5 )  2 7 3 .  
1 7 3 .  I .  V e l i k i n a c ,  0 .  C u d i n a ,  I .  J a n k o v i c b ,  D .  A g b a b a ,  S .  V l a d i m i r o v ,  I1 F a r m a c o  5 9  
( 2 0 0 4 )  4 1 9 .  
1 7 4 .  M .  W a l l m a n  a n d  B . W .  W e n c l a w i a k ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  7 2 4  ( 1 9 9 6 )  3  1 7 .  
1 7 5 .  B .  N i c k e r s o n ,  J .  P h a r m .  B i o m e d .  A n a l .  1 5  ( 1 9 9 7 )  9 6 5 .  
1 7 6 .  B .  J a m a l i ,  S .  L e h m a n n ,  J .  P h a r m .  B i o m e d .  A n a l .  3 4  ( 2 0 0 4 )  4 6 3 .  
1 7 7 .  M . S .  A u r o r a - P r a d o ,  C . A .  S i l v a ,  M . F . M .  T a v a r e s ,  K . D .  A l t r i a ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  1 0 5  1  
( 2 0 0 4 )  2 9 1 .  
1 7 8 .  M . S .  A u r o r a - P r a d o ,  E . R . M .  K e d o r - H a c k m a n n ,  M . - I . R .  S a n t o r o ,  T . J . A .  P i n t o ,  J .  
P h a r m .  B i o m e d .  A n a l .  3 4  ( 2 0 0 4 )  4 4 1 .  
1 7 9 .  I .  T o r o ,  J . F .  D u l s a t ,  J . L .  F a b r e g a s ,  J .  C l a r a m u n t ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  1 0 4 3  ( 2 0 0 4 )  3 0 3 .  
1 8 0 .  N .  N o v a t c h e v ,  U .  H o l z g r a b e ,  C h r o m a t o g r a p h i a  5 7  ( 2 0 0 3 )  3 4 5 .  
1 8 1 .  J . - W .  K a n g ,  G .  D e  R e y m a e k e r s ,  A .  V a n  S c h e p d a e l ,  E .  R o e t s ,  J .  H o o g m a r t e n s ,  
E l e c t r o p h o r e s i s  2 2  ( 2 0 0  1 )  1 3 5 6 .  
1 8 2 .  F .  W i e n e n  a n d  U .  H o l z g r a b e ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 4  ( 2 0 0 3 )  2 9 4 8 .  
1 8 3 .  M . A .  K e l l y ,  K . D .  A l t r i a ,  C .  G r a c e ,  B . J .  C l a r k ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  7 9 8  ( 1 9 9 8 )  2 9 7 .  
1 8 4 .  R . R .  C h a d w i c k ,  J . C .  H s i e h ,  K . S .  R e s h a m ,  R . B .  N e l s o n ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  6 7 1  ( 1 9 9 4 )  
4 0 3 .  
1 8 5 .  A .  L o r e g i a n ,  R .  G a t t i ,  G .  P a l u ,  E . F .  D e  P a l o ,  J .  C h r o m a t o g r .  B  2 5  ( 2 0 0 1 )  2 8 9 .  
1 8 6 .  H . K .  H a n s e n ,  S . H .  H a n s e n ,  M .  K r a u n s o e ,  G . M .  P e t e r s e n ,  E u r .  J .  P h a n n .  S c i .  9  ( 1 9 9 9 )  
4 1 .  
1 8 7 .  K . D .  A l t r i a ,  R . C .  H a r d e n ,  M .  H a r t ,  J .  H e v i z i ,  J .  C h r o m a t o g r .  6 4 1  ( 1 9 9 3 )  1 4 7 .  
1 8 8 .  M . I .  J i m i d a r ,  M .  D e  S m e t ,  R .  S n e y e r s ,  W .  V a n  A e l ,  W .  J a n s s e n s ,  D .  R e d l i c h ,  P .  
C o c k a e r t s ,  J .  C a p i l l .  E l e c t r o p h o r .  M i c r o c h i p .  T e c h n o l .  8  ( 2 0 0 3 )  4 5 .  
1 8 9 .  A .  V a s s o r t ,  D . A .  B a r r e t t ,  P . N .  S h a w ,  P . D .  F e r g u s o n ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 6  ( 2 0 0 5 )  1 7  1 2 .  
1 9 0 .  M . I .  J i m i d a r ,  W .  V a n  A e l ,  P .  V a n  N y e n ,  M .  P e e t e r s ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 5  ( 2 0 0 4 )  2 7 7 2 .  
1 9 1 .  C .  E .  S i i n g e r - v a n  d e  G r i e n d ,  A . G .  E k ,  M . E .  W i d a h l - N a s m a n ,  E . K . M .  A n d e r s s o n ,  J .  
P h a r m .  B i o m e d .  A n a l .  4 1  ( 2 0 0 6 )  7 7 .  
1 9 2 .  M .  J i m i d a r ,  W .  V a n  A e l ,  M .  D e  S m e t ,  P .  C o c k a e r t s ,  L C - G C  E w .  1 6  ( 2 0 0 2 )  2 3 0 .  
1 9 3 .  J . H .  M c B  M i l l e r  a n d  U .  R o s e ,  P h a r m e u r o p a  1 3  ( 2 0 0 1 )  3 .  
1 9 4 .  A .  G a v e n d a ,  J .  S e v c i k ,  J .  P s o t o v h ,  P .  B e d n h r ,  P .  B a r t & ,  P .  A d a m o v s k y ,  V .  
S i r n i n e k ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 2  ( 2 0 0 1 )  2 7 8 2 .  
1 9 5 .  V .  B a e y e n s ,  E . V a r e s i o ,  J . L .  V e u t h y ,  R .  G u m y ,  J .  C h r o m a t o g r .  B  6 9 2  ( 1 9 9 7 )  2 9 3 9 .  
1 9 6 .  A .  R a m s e i e r ,  J .  C a s l a v s c a ,  W .  T h o r m a n n ,  E l e c t r o p h o r e s i s  1 9  ( 1 9 9 8 )  1 2 9 5 6 .  
1 9 7 .  A .  R a m s e i e r ,  F .  v o n  H e e r e n ,  W .  T h o r m a n n ,  E l e c t r o p h o r e s i s  1 9  ( 1 9 9 8 )  2 9 6 7 .  
1 9 8 .  D . K .  L l o y d ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  7 3 5  ( 1 9 9 6 )  2 9 .  
1 9 9 .  R .  R a m a u t a r ,  G . W .  S o m s e n ,  G . J .  d e  J o n g ,  A n a l .  B i o a n a l .  C h e m .  3 8 7  ( 2 0 0 7 )  2 9 3 .  
2 0 0 .  R . D .  M c D o w e l l ,  J .  C h r o m a t o g r .  4 9 2  ( 1 9 8 9 )  3 .  
2 0 1 .  F . J .  L a r a ,  A . M .  G a r c i a - C a m p a n a ,  F .  A l e s - B a r r e r o ,  J . M .  B o s q u e - S e n d r a ,  L . E .  
G a r c i a - A y u s o ,  A n a l .  C h e m .  2 2  ( 2 0 0 6 )  7 6 6 5 .  
2 0 2 .  M .  S h o u ,  C . R .  F e r r a r i o ,  K . N .  S c h u l t z ,  T . E .  R o b i n s o n ,  R . T .  K e n n e d y ,  A n a l .  C h e m .  
7 8  ( 2 0 0 6 )  6 7 1 7 .  
2 0 3 .  F .  T a g l i a r o ,  R .  D o r i z z i ,  S .  G h i e l m i ,  C .  P o i e s i ,  S . M o r e t t o ,  S .  A z c h e t t i ,  M .  M a r i g o ,  
F r e s e n i u s  J .  A n a l .  C h e m .  3 4 3  ( 1 9 9 2 )  1 6 8 .  
2 0 4 .  L .  S a a v e d r a ,  C .  B a r b a s ,  J .  B i o c h e m .  B i o p h y s .  M e t h o d s  7 0  ( 2 0 0 7 )  2 8 9 .  
2 0 5 .  Z . K .  S h i h a b i ,  E l e c t r o p h o r e s i s  1 9  ( 1 9 9 8 )  3 0 0 8 .  
2 0 6 .  J .  S a d e c k a  a n d  J .  P o l o n s k y ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  7 3 5  ( 1  9 9 6 )  4 0 3 .  
2 0 7 .  Q .  H u ,  L .  Z h a n g ,  T .  Z h o u ,  Y .  F a n g ,  A n a l .  C h i m .  A c t a  4 1 6  ( 2 0 0 0 )  1 5 .  
2 0 8 .  R . T .  K e n n e d y ,  A n a l .  C h i m .  A c t a  4 0 0  ( 1 9 9 9 )  1 6 3 .  
2 0 9 .  L .  T a o ,  C . A .  A s p i n w a l l ,  R . T .  K e n n e d y ,  E l e c t r o p h o r e s i s  1 8  ( 1  9 9 7 )  2  1 8 4 .  
2  1 0 .  P .  J a n o s ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  1 0 3 7  ( 2 0 0 4 )  1 5 .  
2 1  1 .  S . K .  P o o l e ,  S .  P a t e l ,  K .  D e h r i n g ,  H .  W o e k m a n ,  C .  F .  P o o l e ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  1 0 3 7  
( 2 0 0 4 )  4 4 5 .  
2 1 2 .  S .  B e l l i n i ,  M .  U h r o v a ,  Z .  D e y l ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  7 7 2  ( 1 9 9 7 )  9 1 .  
2 1 3 .  Z . J .  J i a ,  T .  R a m s t a d ,  M .  Z h o n g ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 2  ( 2 0 0 1 )  1 1  1 2 .  
2  1 4 .  K .  T a k a c s - N o v a k ,  K .  J .  B o x ,  A .  A v d e e f ,  I n t .  J .  P h a n n .  1 5  1  ( 1  9 9 7 )  2 3 5 .  
2 1 5 .  M .  M a t o g a ,  E .  L a b o r d e - K u m m e r ,  M . H .  L a n g l o i s ,  P .  D a l l e t ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  9 8 4  
( 2 0 0 3 )  2 5 3 .  
2 1 6 .  R .  J a n k o w s k y ,  M .  F r i e b e ,  B .  N o l l ,  B .  J o h a n n s e n ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  8 3 3  ( 1 9 9 9 )  8 3 .  
2 1 7 .  E .  h s k o v ,  A .  L i n u s s o n ,  S .  F o l e s t a d ,  J .  P h a n n .  B i o m e d .  A n a l .  3 3  ( 2 0 0 3 )  3 7 9 .  
2 1 8 .  M . - L .  R i e k k o l a ,  S . W .  W i e d m e r ,  I . E .  V a l k 6 ,  H .  S i r k n ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  7 9 2  ( 1 9 9 7 )  
1 3 .  
2 1 9 .  S .  F a n a l i ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  7 9 2  ( 1 9 9 7 )  2 2 7 .  
2 2 0 .  G .  G i i b i t z ,  M . G .  S c h m i d t ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  7 9 2  ( 1  9 9 7 )  1 7 9 .  
2 2 1 .  P .  B a u m y ,  P .  M o r i n ,  M .  D r e u x ,  M . C .  V i a u d ,  S .  B o y e ,  G .  G u i l l a u m e t ,  J .  C h r o m a t o g r .  
A  7 0 7  ( 1  9 9 5 )  3  1  1 .  
2 2 2 .  Y . - H .  L e e ,  T . - I .  L i n ,  E l e c t r o p h o r e s i s  1 7  ( 1 9 9 6 )  3 3 3 .  
2 2 3 .  N .  L i ,  J .  D u a n ,  H .  C h e n ,  G .  C h e n ,  T a l a n t a  5 9  ( 2 0 0 3 )  4 9 3 .  
2 2 4 .  P . E .  M a h u z i e r ,  M . S . A .  P r a d o ,  B . J .  C l a r k ,  E . R .  K e d o r - H a c k m a n n ,  L C - G C  E u r .  1 6  
( 2 0 0 3 )  2 2 .  
2 2 5 .  N .  C h e n ,  Y .  Z h a n g ,  S .  T e r a b e ,  T .  N a k a g a w a ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  6 7 8  ( 1 9 9 4 )  3 2 7 .  
2 2 6 .  B . J .  H e r b e r t  a n d  J . G .  D o r s e y ,  A n a l .  C h e m .  6 7  ( 1 9 9 5 )  7 4 4 .  
2 2 7 .  Y .  I s h i h a m a ,  Y .  O d a ,  N .  A s a k a w a ,  A n a l .  C h e m .  6 8  ( 1 9 9 6 )  1 0 2 8 .  
-  
C H A P T E R  2  
R A P I D  S I M U L T A N E O U S  D E T E R M I N A T I O N  O F  
A L K Y L X A N T H I N E S  B Y  C Z E  
2 . 1  I N T R O D U C T I O N  
T h e  d e m a n d  f o r  f a s t ,  m i n i m a l  c o s t  a n d  s a m p l e  p r e p a r a t i o n  a n a l y s i s  c o m e s  
f r o m  a  b u s y  e n v i r o n m e n t  o f  m o d e m  i n d u s t r i e s .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e  a c c e p t a b l e  
p a r a m e t e r s  o f  a n a l y s i s ,  s u c h  a s  p e a k  r e s o l u t i o n ,  e f f i c i e n c y ,  a p p l i c a b l e  L O D s  a n d  
r e p r o d u c i b i l i t y  o f  t h e  a n a l y s i s  s h o u l d  b e  m e t  i n  t h e  m e t h o d  d e v e l o p m e n t  p r o c e s s .  
A  s i m p l e  a n d  f a s t  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e t i c  m e t h o d  f o r  t h e  s i m u l t a n e o u s  
d e t e r m i n a t i o n  o f  a l k y l x a n t h i n e s  a n d  i t s  a p p l i c a t i o n  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  r e a l  s a m p l e s  
a r e  r e p o r t e d  i n  t h i s  c h a p t e r .  
2 . 1 . 1  A l k y l x a n t h i n e s  
T h e  f a m i l y  o f  c o m p o u n d s  a l k y l x a n t h i n e s  i n c l u d e s  c a f f e i n e ,  t h e o p h y l l i n e  
a n d  t h e o b r o m i n e .  T h e  p a r e n t  c o m p o u n d  o f  a l l  a l k y l x a n t h i n e s  i s  x a n t h i n e  ( 2 : 6  -  
d i h y d r o x y p u r i n e ) ;  f o u n d  i n  p o t a t o e s ,  c o f f e e  b e a n s ,  e t c . ,  i t  i s  a  v e r y  w e a k  b a s e  [ I ] .  
T h e  c h e m i c a l  s t r u c t u r e s  a n d  p K a  v a l u e s  o f  s o m e  c o m p o u n d s  a r e  p r e s e n t e d  i n  
F i g u r e  2 . 1  a n d  T a b l e  2 . 1 .  
R 1  R 3  R 7  
T h e o p h y l l i n e  - C H 3  - C H 3  - H  
T h e o b r o r n i n e  - H  - C H 3  - C H 3  
C a f f e i n e  - C H 3  - C H 3  - C H 3  
E n p r o f y l l i n e  - H  - C H 2 C H 2 C H 3  - H  
D y p h y l l i n e  - C H 3  - C H 3  - C H 2 C H O H C H 2 0 H  
F i g u r e  2 . 1 .  C h e m i c a l  s t r u c t u r e s  o f  s o m e  a l k y l x a n t h i n e s .  
T a b l e  2 . 1 .  p K a  v a l u e s  o f  s o m e  a l k y l x a n t h i n e s  [ 2 , 3 ] .  
T h e o p h y l l i n e  8 . 8  
T h e o b r o m i n e  
C a f f e i n e  
E n p r o f y l l i n e  
D y p h y l l i n e  
T h e  f a m i l y  o f  c o m p o u n d s  a l k y l x a n t h i n e s  o c c u r  n a t u r a l l y  i n  p l a n t s  ( t e a  
l e a v e s ,  c o f f e e  b e a n s ,  k o l a  n u t s ) .  T h e i r  c h e m i c a l  s t r u c t u r e s  a r i s e  f r o m  r e p l a c e m e n t  
o f  t h e  p r o t o n s  a t  p o s i t i o n  1 ,  3  a n d  7  i n  x a n t h i n e  w i t h  v a r i o u s  s u b s t i t u e n t s  ( F i g u r e  
2 . 1 ) .  T h e  s u b s t i t u t i o n s  l e a d  t o  a  s i m i l a r  c h e m i c a l  s t r u c t u r e  a n d  s l i g h t l y  d i f f e r e n t  
p h a r m a c o l o g i c a l  a c t i v i t y  t h a t  h a s  d e t e r m i n e d  t h e i r  u s e  i n  p h a r m a c e u t i c a l s  [ 3 ] .  
A l k y l x a n t h i n e s  a r e  v e r y  w e l l  k n o w n  i n  p h a r m a c e u t i c a l  s c i e n c e  d u e  t o  t h e  
f o l l o w i n g  p r o p e r t i e s  [ 4 ] :  a n t i a s t h m a t i c ,  a n a l g e s i c  a d j u v a n t s ,  a n t i t u s s i v e s ,  
b r o n c h o d i l a t o r s ,  c a r d i a c  s t i m u l a n t s ,  c o g n i t i o n  e n h a n c e r s ,  d i u r e t i c s ,  l i p o l y t i c  
a g e n t s ,  c a n c e r  c h e m o t h e r a p y  a d j u v a n t s ,  t r e a t m e n t  o f  c e r e b r a l  i s c h e m i a ,  t r e a t m e n t  
o f  P a r k i n s o n ' s  d i s e a s e ,  r e n a l  f a i l u r e .  T h e  f r e q u e n c y  o f  h u m a n  c o n s u m p t i o n  o f  t h i s  
t y p e  o f  p h a r m a c o l o g i c a l l y  a c t i v e  c o m p o u n d  s p e a k s  f o r  i t s e l f .  X a n t h i n e s  a r e  
p r e s e n t  i n  a l l  k i n d s  o f  t e a ,  c o f f e e ,  c a r b o n a t e d  b e v e r a g e s ,  c h o c o l a t e  a n d  c h o c o l a t e  
p r o d u c t s  a n d  c h e w i n g  g u m  [ 5 ] .  A d d i n g  a l l  t h e s e  f a c t o r s  t o g e t h e r ,  t h e  n e c e s s i t y  f o r  
q u a l i t y  c o n t r o l  o f  p h a r m a c e u t i c a l s  a n d  a l k y l x a n t h i n e  c o n t e n t s  o f  f o o d  b e c o m e s  
v e r y  i m p o r t a n t .  
2 . 1 . 2  A l k y l x a n t h i n e s  i n  t r e a t m e n t  o f  a s t h m a  
O v e r  3 %  o f  a l l  p e o p l e  i n  m o s t  c o u n t r i e s  a r e  a f f e c t e d  b y  a s t h m a  [ 6 ] .  I t  i s  
i n c r e a s i n g  i n  s e v e r i t y ,  p r e v a l e n c e  a n d  m o r t a l i t y  d e s p i t e  a  b i g  i m p r o v e m e n t  i n  t h e  
t r e a t m e n t  o f  a s t h m a .  A s t h m a  i s  c o m m o n l y  a t t r i b u t e d  t o  e x p o s u r e  t o  e n v i r o n m e n t a l  
a g e n t s :  h o u s e  d u s t  m i t e ,  a n i m a l  d a n d e r ,  p o l l e n  a n d  c e r t a i n  c h e m i c a l s .  D u r i n g  
a s t h m a  a t t a c k  t h e  b r o n c h i  a n d  b r o n c h i o l e s  b e c o m e  p a r t i a l l y  o r  c o m p l e t e l y  
b l o c k e d ,  w h i c h  r e s u l t s  i n  b r e a t h i n g  d i f f i c u l t i e s .  T h e  e p i t h e l i a l  l a y e r  o f  c e l l s  i n  
a s t h m a t i c  s u b j e c t s  i s  o f t e n  i n f l a m e d  a n d  d a m a g e d .  F o r e i g n  p a r t i c l e s  p e n e t r a t e  l u n g  
l i n i n g  m o r e  e a s i l y .  A n t i b o d i e s  r e c o g n i s e  t h e  f o r e i g n  p a r t i c l e s  a n d  s i g n a l  t o  m a s t  
c e l l s ,  w h i c h  r e l e a s e  m o r e  s i g n a l l i n g  c h e m i c a l s .  H i s t a m i n e  i s  o n e  o f  t h e  s i g n a l i n g  
c h e m i c a l s  t h a t  c a u s e  t h e  a i r w a y ' s  s m o o t h  m u s c l e  t o  c o n t r a c t ,  n a r r o w i n g  t h e  
d i a m e t e r  o f  t h e  a i r w a y .  T h i s  s i g n a l l i n g  c a s c a d e  s p a r k s  r e s u l t s  e v e n  i n  f u r t h e r  
i n f l a m m a t i o n  a n d  d a m a g e .  
A l k y l x a n t h i n e s  b e l o n g  t o  t h e  b r o n c h o d i l a t o r  c a t e g o r y  o f  a n t i a s t h m a t i c  
d r u g s .  T h e o p h y l l i n e  i s  t h e  o n e  m o s t  w i d e l y  e m p l o y e d  i n  c l i n i c a l  m e d i c i n e  ( a t  l e a s t  
i n  t h e  U S A  [ 7 ] ) .  I t  c a n  b e  u s e d  a s  w e l l  a s  t h e o p h y l l i n e - e t h y l e n e d i a m i n e ,  a l s o  
k n o w n  a s  a m i n o p h y l l i n e .  T h e o p h y l l i n e  " w o r k s "  a s  a n  a d e n o s i n e  r e c e p t o r  ( A z B )  
a n t a g o n i s t .  I t  " b l o c k s "  a d e n o s i n e  r e c e p t o r s  o n  t h e  m a s t  c e l l s ,  a n d  t h a t  p r e v e n t s  
f o l l o w i n g  a s t h m a  s y n d r o m e s .  B u t  t h i s  h y p o t h e s i s  i s  i n  d o u b t  b e c a u s e  i t  w a s  
s h o w n  [ 8 - 1 0 1 ,  t h a t  e n p r o p h y l l i n e ,  h a v i n g  v e r y  s i m i l a r  s t r u c t u r e  t o  t h e o p h y l l i n e ,  i s  
f i v e  t i m e s  m o r e  p o t e n t  a  b r o n c h o d i l a t o r  a s  t h e o p h y l l i n e  b u t  d o e s  n o t  i n h i b i t  
a d e n o s i n e  r e c e p t o r s .  S e v e r a l  a u t h o r s  h a v e  s h o w n  t h a t  c a f f e i n e  h a s  p r o p e r t i e s  o f  
w e a k  b r o n c h o d i l a t o r  [ l  1  ,  1 2 1 .  I n  a d d i t i o n  t o  i t s  p o t e n t  b r o n c h o d i l a t o r  a c t i o n  
t h e o p h y l l i n e  a l s o  i n h i b i t s  t h e  r e l e a s e  o f  m e d i a t o r s  f r o m  m a s t  c e l l s  [ 1 3 ] .  
A  c e r t a i n  l e v e l  o f  t h e o p h y l l i n e  m u s t  b e  m a i n t a i n e d  i n  t h e  b l o o d  s t r e a m  a t  
a l l  t i m e s  f o r  e f f e c t i v e n e s s  [ 1 2 ] .  T h e  d o s a g e  s h o u l d  b e  i n d i v i d u a l i s e d ;  t h e  i n i t i a l  
d o s e  s h o u l d  b e  l i g h t ,  r i s i n g  s l o w l y  u n t i l  t h e  t h e r a p e u t i c  p l a s m a  l e v e l  i s  r e a c h e d  
( 2 0  m g  m ~ - '  i s  s i g n i f i c a n t ) .  T h e r e  a r e  s o m e  i n t e r a c t i o n s  w i t h  o t h e r  d r u g s  a n d  
p h y s i o l o g i c a l  s t a t e s  t h a t  m a y  l e a d  t o  e n h a n c e d  c l e a r a n c e  l o w  c o n c e n t r a t i o n  o f  
t h e o p h y l l i n e  i n  s e r u m ,  a n d ,  t h e r e f o r e ,  l e s s  e f f i c i e n c y  [ 1 4 ] .  S i d e  e f f e c t s  o f  
t h e o p h y l l i n e  i n c l u d e  n a u s e a ,  v o m i t i n g ,  s t o m a c h  c r a m p s ,  d i a r r h o e a ,  i n c r e a s e  i n  
h e a r t  r a t e ,  s h a k i n e s s ,  r e s t l e s s n e s s ,  h e a d a c h e s ,  a n d  o c c a s i o n a l l y  a n  i n c r e a s e  i n  
u r i n a t i o n  m a y  t a k e  p l a c e  [ 1 5 ] .  
2 . 1 . 3  D e t e r m i n a t i o n  o f  a l k y l x a n t h i n e s  i n  r e a l  s a m p l e s  
D u e  t o  v a r i o u s  p h a r m a c o l o g i c a l  a n d  t o x i c o l o g i c a l  e f f e c t s  o f  a l k y l x a n t h i n e  
i t  i s  i m p o r t a n t  t o  c o n t r o l  t h e m  i n  p h a r m a c e u t i c a l s ,  f o o d  a n d  b e v e r a g e s .  F o r  
e x a m p l e ,  t h e  p h y s i o l o g i c a l  e f f e c t s  p r o d u c e d  b y  m a n y  n o n - a l c o h o l i c  d r i n k s  l i k e  
t e a ,  c o f f e e  a n d  c o l a  d e p e n d  m a i n l y  o n  t h e i r  n a t u r a l  x a n t h i n e  c o n t e n t .  
A  v a s t  a m o u n t  o f  a r t i c l e s  i n  t h e  l i t e r a t u r e  h a s  b e e n  d e d i c a t e d  t o  m e t h o d s  o f  
d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a l k y l x a n t h i n e s  i n  v a r i o u s  s a m p l e s  s u c h  a s  b o d i l y  f l u i d s  [ 1 6 -  
2 5 1 ,  p h a r m a c e u t i c a l  f o r m u l a t i o n s  [ 3 ,  2 4 - 3 0 ] ,  n o n - a l c o h o l i c  b e v e r a g e s  a n d  f o o d  
[ 1 4 ,  2 7 ,  3  1 - 4 3 ] .  I t  i s  e s s e n t i a l  f o r  a n  a n a l y t i c a l  m e t h o d  t o  b e  r e l i a b l e ,  s i m p l e  a n d  
f a s t  t o  d e t e r m i n e  t h e  a l k y l x a n t h i n e s  f r o m  d i f f e r e n t  s o u r c e s  i n  o r d e r  t o  f i n d  a  m o r e  
p r e c i s e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  a m o u n t s  o f  c o n s u m e d  a l k y l x a n t h i n e s  a n d  t h e i r  
p h y s i o l o g i c a l  e f f e c t s  [ 4 4 ] .  T h e  m o s t  c o m m o n  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e s  e m p l o y e d  i n  
t h e  a n a l y s i s  o f  a l k y l x a n t h i n e s  a r e  c h r o m a t o g r a p h y ,  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  
s p e c t r o s c o p y .  
2 . 1 . 3 . 1  C h r o m a t o g r a p h i c  m e t h o d s  
I n  g e n e r a l ,  c h r o m a t o g r a p h i c  m e t h o d s  f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  a l k y l x a n t h i n e s  
r e q u i r e  a  c l e a n - u p  s t e p  p r i o r  t o  t h e  a n a l y s i s  i t s e l f  a n d  a t  l e a s t  2 0  m i n  f o r  t h e  l a s t  
c o m p o u n d  t o  e l u t e .  T h e  s e p a r a t i o n  t i m e  i s  l e s s  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  a n a l y s i s  o f  a  
s i n g l e  c o m p o u n d  [ 4 5 ] .  A  U V  d e t e c t o r  i s  w i d e l y  e m p l o y e d  f o r  q u a n t i f i c a t i o n  o f  
a n a l y t e s  a t  2 1 4 ,  2 3 0 ,  2 7 0 - 2 7 5  o r  2 8 0  n m  [ 1 6 ]  a n d  w i t h  i t  t h e  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  i s  
o f t e n  a r o u n d  5 0  n g  m ~ ' .  
H o l l a n d  e t  a l .  [ 4 6 ]  d e v e l o p e d  a  r e v e r s e d - p h a s e d  H P L C  m e t h o d  f o r  t h e  
s i m u l t a n e o u s  d e t e r m i n a t i o n  o f  c a f f e i n e  a n d  p a r a x a n t h i n e  i n  h u m a n  s e r u m .  S e r u m  
p r o t e i n s  w e r e  p r e c i p i t a t e d  w i t h  p e r c h l o r i c  a c i d .  A  s i m p l e  c o m p o s i t i o n  o f  m o b i l e  
p h a s e  i n v o l v e d  p h o s p h a t e  b u f f e r  a t  p H  4 . 9  m i x e d  w i t h  m e t h a n o l  ( 8 5 : 1 5 ,  v l v ) .  
E v e n  a t  a  h i g h  f l o w  r a t e  o f  1 . 7 5  m L  m i n - '  t h e  e l u t i o n  t i m e  o f  t h e  l a s t  c o m p o u n d  
c a f f e i n e  w a s  1 8  m i n .  A  U V  d e t e c t o r  w a s  e m p l o y e d  i n  t h i s  m e t h o d  a n d  t h e  l i m i t  o f  
q u a n t i t a t i o n  ( L O Q )  o f  t h e  m e t h o d  w a s  r e p o r t e d  t o  b e  5 0  n g  m ~ - '  f o r  e a c h  d r u g .  
V e r y  s i m i l a r  t i m e  ( 1 9  m i n )  w a s  r e q u i r e d  t o  s e p a r a t e  1 3  m e t h y l x a n t h i n e s  i n  t h e  
w o r k  o f  G e o r g a  e t  a l .  [ 1 9 ] .  H o w e v e r ,  t h i s  i n v o l v e d  a  l i n e a r  g r a d i e n t  e l u t i o n  o f  
a c e t a t e  b u f f e r  a n d  m e t h a n o l .  A n o t h e r  e x a m p l e  o f  t h e  H P L C  s e p a r a t i o n  o f  c a f f e i n e  
a n d  1 1  m e t a b o l i t e s  w i t h  g r a d i e n t  e l u t i o n  w a s  r e p o r t e d  b y  S c h n e i d e r  e t  a l .  [ 4 7 ] .  I n  
t h i s  c a s e  a  g r a d i e n t  e l u t i o n  c o n s i s t e d  o f  t h r e e  d i f f e r e n t  m o b i l e  p h a s e s  a n d  r e s u l t e d  
i n  o v e r  2 5  m i n  o f  a n a l y s i s  t i m e .  
I t  i s  p o s s i b l e  t o  a c h i e v e  s h o r t e r  e l u t i o n  t i m e  i f  o n l y  o n e  c o m p o n e n t  i s  
a n a l y s e d  a n d  t h e  s e p a r a t i o n  i s  p e r f o r m e d  o n  a  s h o r t  c o l u m n .  S u c h  a s  i n  w o r k  o f  
H o r i e  e t  a l .  [ 4 5 ]  c a f f e i n e  w a s  d e t e r m i n e d  i n  l e s s  t h a n  3  m i n  u s i n g  7 5  m m  x  3  m m  
i . d .  c o l u m n .  T h e  t e m p e r a t u r e  o f  t h i s  s e p a r a t i o n  w a s  r a i s e d  t o  4 0 ° C ,  w h i c h  a l s o  
s h o r t e n e d  t h e  t i m e  o f  a n a l y s i s .  S i n c e  c a f f e i n e  w a s  t h e  o n l y  c o m p o u n d  i n  t h e  
s y s t e m ,  m u l t i p l e  s a m p l e s  c o u l d  b e  i n j e c t e d  w i t h i n  a  2  m i n  i n t e r v a l .  T h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  a r t i f i c i a l  s w e e t e n e r s ,  p r e s e r v a t i v e s  a n d  c a f f e i n e ,  t h e o p h y l l i n e  a n d  
t h e o b r o m i n e  o n  a n i o n - e x c h a n g e d  c o l u m n  w a s  a l s o  p e r f o r m e d  a t  4 0 ° C  [ 2 7 ] .  A n  
i s o c r a t i c  e l u t i o n  w i t h  a q u e o u s  N a H 2 P 0 4  ( p H  8 . 2 )  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  4 %  ( v l v )  
a c e t o n i t r i l e  r e s u l t e d  i n  4 5  m i n  s e p a r a t i o n .  T h e  t i m e  o f  t h i s  a n a l y s i s  w a s  v e r y  l o n g ,  
h o w e v e r  t h i s  m e t h o d  h a d  a d v a n t a g e  o f  h a v i n g  q u i t e  l o w  L O D s  ( 4  a n d  3 0  n g  m ~ - ' )  
a s  w a v e l e n g t h - s w i t c h i n g  U V  d e t e c t i o n  w a s  e m p l o y e d  w h i c h  p r o v i d e d  t h e  
o p t i m u m  s e n s i t i v i t y  f o r  e a c h  a n l y t e .  
A  s t u d y  b y  A r a n d a  a n d  M o r l o c k  [ 4 8 ]  d e m o n s t r a t e d  a  h i g h - p e r f o r m a n c e  
t h i n - l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  e l e c t r o s p r a y  i o n i s a t i o n  m a s s  
s p e c t r o m e t r y  ( H P T L C I E S I - M S )  m e t h o d  f o r  t h e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  c a f f e i n e  i n  
p h a r m a c e u t i c a l  a n d  e n e r g y  d r i n k  s a m p l e s .  T h e  q u a n t i f i c a t i o n  b y  M S  w a s  
p e r f o r m e d  i n  t h e  p o s i t i v e  i o n  s i n g l e  i o n  m o n i t o r i n g  m o d e .  T h e  r e s u l t i n g  L O D  w a s  
5 . 8  n g  m ~ - ' ,  w h i c h  w a s  a  f a c t o r  o f  1 3  l o w e r  t h a n  w i t h  H P T L C - U V .  M e y e r  e t  a l .  
[ 3 3 ]  a c h i e v e d  e v e n  l o w e r  l i m i t s  o f  d e t e c t i o n  f o r  c a f f e i n e  a n d  t h e o b r o m i n e  ( 2 . 5  n g  
m ~ - ' ) ,  t h e o p h y l l i n e  ( 1  n g  m ~ ' )  u s i n g  a m p e r o m e t r i c  d e t e c t i o n  i n  c o m b i n a t i o n  
w i t h  H P L C  s e p a r a t i o n .  
2 . 1 . 3 . 2  C a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  
W h i l e  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  s h o w  s u c c e s s f u l  
s e p a r a t i o n  o f  t h i s  g r o u p  o f  c o m p o u n d s  [ 2 ,  3 ,  1 6 ,  2 0 ,  2 1 ,  2 4 ,  2 8 ,  3 8 ,  4 1 ,  4 9 - 5 2 ] ,  
l e n g t h y  c a p i l l a r y  r i n s e  t i m e s  a n d  p r e - r i n s e s  m a k e  t o t a l  a n a l y s i s  t i m e  l o n g .  T a b l e  
2 . 2  r e p r e s e n t s  t h e  c o m p a r i s o n  o f  t h e  a n a l y s i s  t i m e  o f  d i f f e r e n t  C E  m e t h o d s ,  D u e  
t o  t h e  f a c t  t h a t  m o s t  a l k y l x a n t h i n e s  a r e  w e a k  a c i d s  ( F i g u r e  2 . 1 ,  T a b l e  2 . 1 ) ,  t h e  
a l k a l i  p H  o f  s e v e r a l  b u f f e r s  ( s u c h  a s  b o r a t e  [ 3 ,  4 1 1 ,  p h o s p h a t e  [ 2 4 ,  2 8 1 ,  g l y c i n e  
[ 2 1 ,  3 8 1  o r  a  m i x t u r e  o f  t h e m  [ 2 0 1 )  i s  e m p l o y e d  f o r  t h e  C E  s e p a r a t i o n .  S o m e  
m e t h o d s  u s e  t h e  M E K C  m o d e  o f  s e p a r a t i o n  [ 2 ,  3 ,  2 2 ,  5 2 1 ,  t h e r e b y  i n c r e a s i n g  t h e  
n e c e s s i t y  f o r  l e n g t h y  r i n s e s  b e t w e e n  t h e  s e p a r a t i o n s  a n d  i r r e v e r s i b l e  m o d i f i c a t i o n  
o f  t h e  c a p i l l a r y  t a k e s  p l a c e .  M E K C  i s  o f t e n  n e c e s s a r y  i n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  
n e u t r a l  c o m p o u n d s  i n  t h i s  g r o u p  [ 2 ,  3 ,  2 1 1 .  A  U V  d e t e c t o r  i s  w i d e l y  e m p l o y e d  i n  
C E  m e t h o d s  f o r  a l k y l x a n t h i n e s ,  b u t  s e n s i t i v i t y  i s  1 0 - 1 0 0  t i m e s  l o w e r  t h a n  H P L C  
[ 3 5 ,  3 6 1 .  C E  o f f e r s  a  d i s t i n c t  a d v a n t a g e  i n  t e r m s  o f  t i m e  r e q u i r e d  f o r  a n a l y s i s ;  i t  
c a n  b e  a s  s h o r t  a s  2  m i n  [ 2 4 ,  3 8 1 .  S o m e  b i o l o g i c a l  s a m p l e s  a n d  b e v e r a g e s  c a n  b e  
i n j e c t e d  d i r e c t l y  o n t o  t h e  c a p i l l a r y  w i t h o u t  t h e  n e e d  f o r  t h e  s a m p l e  p r e t r e a t m e n t  
s t e p  [ 2 3 ,  2 4 1 .  S o m b r a b  e t  a l .  [ 5 3 ]  c o n c l u d e d  t h a t  i n v e s t i g a t e d  C E  a n d  H P L C  
m e t h o d s  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  c a f f e i n e  i n  s e e d  p o w d e r  a n d  c o m m e r c i a l  t a b l e t s  w e r e  
e q u a l  i n  t e r m s  o f  s e n s i t i v i t y  a n d  p r e c i s i o n .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  a n a l y s i s  t i m e  o f  t h e  
C E  m e t h o d  w a s  u p  t o  t w o  t i m e s  s h o r t e r  t h a n  t h a t  o f  H P L C  a n d  s o l v e n t  
c o n s u m p t i o n  w a s  m o r e  t h a n  1 0 0 - f o l d  l e s s .  
T a b l e  2 . 2 .  C o m p a r i s o n  o f  a n a l y s i s  t i m e  o f  d i f f e r e n t  C E  m e t h o d s .  
A n a l y t e s  M e t h o d  T i m e  o f  R i n s i n g  T o t a l  t i m e  o f  
r u n  ( r n i n )  b e t w e e n  a n a l y s i s  ( r n i n )  
r u n s  ( m i n )  
C a f f e i n e ,  M E K C  [ 2 4 ]  2  n o t  r e p o r t e d  -  
t h e o b r o m i n e ,  
p a r a x a n t h i n e ,  
t h e o p h y l l i n e  
C a f f e i n e ,  M E K C  [ J ]  4  
t h e o p h y l l i n e ,  
d y p h y l l i n e  
T h e o p h y l l i n e ,  M E K C  [ 2 2 ]  3 0  
i t s  m e t a b o l i t e s  
C a f f e i n e ,  C Z E  [ 3 8 ]  2  
a s p a r t a m e ,  
a s p - p h e ,  
b e n z o i c  a c i d ,  
p h e n y l a l a n i n e  
T h e o p h y l l i n e ,  C Z E  [ 2  8 1  9  
e p h e d r i n e ,  
p h e n o b a r b i t a l  
T h e o p h y l l i n e ,  M E K C  [ 2 ]  8  
e n p r o f y l l i n e  
t h e o b r o m i n e ,  
c a f f e i n e ,  
t h e o p h y l l i n e -  
7 - a c e t i c  a c i d ,  
d y p h y l l i n e ,  
p r o x y p h y l l i n e ,  
p e n t o x i Q l l i n e  
3 - 6  3 3 - 3 6  
t w o  v o l u m e s  -  
A  v e r y  r a p i d  C Z E - U V  d e t e r m i n a t i o n  o f  c a f f e i n e  w a s  r e p o r t e d  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  a s p a r t a m e  a n d  b e n z o i c  a c i d  i n  c a r b o n a t e d  b e v e r a g e s  i n  j u s t  2  m i n .  
T h e  p r e c o n d i t i o n i n g  o f  t h e  c a p i l l a r y  i n v o l v e d  t w o  v o l u m e s  o f  r u n  b u f f e r  [ 3 8 ] .  
B l a n c o  a n d  V a l v e r d e  [ 2 ]  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h e  b e h a v i o r  o f  8  a l k y l x a n t h i n e s  
u n d e r  C Z E  a n d  M E K C  c o n d i t i o n s .  C Z E  d i d  n o t  a l l o w  s e p a r a t i o n  o f  t h e  n e u t r a l  
x a n t h i n e s ,  b u t  t h a t  w a s  a c h i e v e d  b y  M E K C  w i t h  2 0  m M  t e t r a b o r a t e  a t  p H  8 . 5  w i t h  
1 2 0  m M  S D S .  T h e  l a s t  x a n t h i n e  m i g r a t e d  a f t e r  8  m i n .  E m p l o y m e n t  o f  s u r f a c t a n t  
i n  t h e  b a c k g r o u n d  e l e c t r o l y t e  r e q u i r e d  q u i t e  i n t e n s i v e  c o n d i t i o n i n g  o f  t h e  c a p i l l a r y  
b e f o r e  t h e  a n a l y s i s  ( 6  m i n  w i t h  B G E ,  0 . 1  N  N a O H  a n d  w a t e r ) .  M E K C  f o r  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  f e w e r  c o m p o u n d s  c a n  b e  q u i t e  s h o r t .  T h u s ,  H u a n g  e t  a l .  [ 3 ]  
s i m u l t a n e o u s l y  d e t e r m i n e d  t h e o p h y l l i n e  a n d  d y p h y l l i n e  i n  4  m i n .  H o w e v e r ,  t h e  
r i n s i n g  b e t w e e n  r u n s  w i t h  0 . 1  N  N a O H ,  d e i o n i s e d  w a t e r  a n d  r u n  b u f f e r  a d d e d  
a n o t h e r  8  m i n  t o  t h e  t i m e s  o f  a n a l y s i s .  
L a i  a n d  D a b e k - Z l o t o r z y n s k a  [ 5 4 ]  d e s c r i b e d  a  c a p i l l a r y  
e l e c t r o c h r o m a t o g r a p h y  s e p a r a t i o n  o f  c a f f e i n e ,  t h e o p h y l l i n e ,  t h e o b r o m i n e  a n d  f o u r  
r e l a t e d  d r u g s  o n  a  n o r m a l  p h a s e  c o l u m n  w i t h  P D A  d e t e c t i o n .  E x c e l l e n t  r e s o l u t i o n  
o f  a l l  d r u g s  w a s  a c h i e v e d  u s i n g  t e r n a r y  m o b i l e  p h a s e  c o m p o s i t i o n  o f  
i s o p r o p a n o l / h e x a n e / l  m M  T r i s  ( 5 2 : 4 0 : 8 ,  p H  8 ) .  H o w e v e r ,  i t  r e s u l t e d  i n  l o n g  ( 3 0  
m i n )  t i m e  o f  a n a l y s i s .  T h e  m e t h o d  w a s  c h a r a c t e r i s e d  b y  t h e  d e t e c t i o n  l i m i t s  a t  l o w  
p g  m ~ - '  l e v e l .  
M i c r o c h i p  C E  s e p a r a t i o n  o f  a l k y l x a n t h i n e s  w a s  r e p o r t e d  i n  s e v e r a l  p a p e r s  
[ 5 5 - 5 7 1 .  T h u s ,  Z a n g  e t  a l .  [ 5 7 ]  u s e d  p o l y ( d i m e t h y 1 s i l o x a n e )  ( P D M S )  C E  
m i c r o c h i p  f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  c a f f e i n e  a n d  t h e o p h y l l i n e  w i t h  e l e c t r o c h e m i c a l  
d e t e c t i o n .  M i c r o s c a l e  s e p a r a t i o n  o f f e r e d  e x t r e m e l y  s h o r t  a n a l y s i s  t i m e s  o f  4 0  s e c ,  
w h i l e  s i m p l e  c o m p o s i t i o n  o f  a  b u f f e r  w a s  e m p l o y e d  ( 5 . 0  m M  b o r a t e  a t  p H  9 . 2  
c o n t a i n i n g  1 0 %  ( v l v )  m e t h a n o l ) .  H o w e v e r ,  t h e  d e v i c e  h a d  t o  b e  f l u s h e d  f o r  1 5  
m i n  w i t h  t h e  r u n  b u f f e r  p r i o r  t h e  i n j e c t i o n .  T h e  d e t e c t i o n  l i m i t s  w e r e  4  p M  f o r  
c a f f e i n e  a n d  t h e o p h y l l i n e .  
2 . 1 . 3 . 3  S p e c t r o s c o p i c  m e t h o d s  
S p e c t r o p h o t o m e t r i c  d e t e r m i n a t i o n  w a s  r e p o r t e d  t o  a l l o w  a c c u r a t e  a n d  
r e p r o d u c i b l e  r e s u l t s  t o  b e  o b t a i n e d  f r o m  s a m p l e  a n a l y s i s  u s i n g  a  r e l a t i v e l y  s i m p l e  
a n d  i n e x p e n s i v e  p r o c e d u r e  w h e n  c o m p a r e d  t o  a  c h r o m a t o g r a p h i c  t e c h n i q u e  [ 5 8 ] .  
L 6 p e z - M a r t i n e z  e t  a l .  [ 5 8 ]  d e s c r i b e d  a  m e t h o d  o f  s i m u l t a n e o u s  d e t e r m i n a t i o n  o f  
c a f f e i n e  a n d  t h e o b r o m i n e  i n  c o f f e e  a n d  t e a  s a m p l e s  u s i n g  p a r t i a l  l e a s t  s q u a r e s .  
S a m p l e  p r e p a r a t i o n  w a s  r e q u i r e d  t o  e l i m i n a t e  s t r o n g l y  i n t e r f e r i n g  c o m p o n e n t s .  
T h e  e l e c t r o n i c  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  w a s  r e c o r d e d  f r o m  2 0 0  n r n  t o  4 5 0  n r n  o f  
s a m p l e s  w i t h  B r i t t o n - R o b i n s o n  b u f f e r  ( p H  1 2 )  a n d  d i l u t e d  w i t h  w a t e r .  T h e  
m e t h o d  d i d  n o t  s h o w  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  w i t h  a n  H P L C  s t a n d a r d  
t e c h n i q u e .  
A  U V  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  m e t h o d  [ 3 0 ]  w a s  s u c c e s s f u l l y  u s e d  t o  d e t e r m i n e  
c a f f e i n e  a n d  o t h e r  a c t i v e  i n g r e d i e n t s  i n  t a b l e t s .  T h e  l i n e a r i t y  r a n g e  f o r  c a f f e i n e  
w a s  i n  a  v e r y  n a r r o w  i n t e r v a l  o f  0 . 0 1 2 - 0 . 0 2 8  m g  m ~ ' .  T h i s  m e t h o d  w a s  a l s o  
c o m p a r e d  t o  L C  p r o c e d u r e  a n d  b o t h  m e t h o d s  s h o w e d  e x c e l l e n t  p r e c i s i o n  a n d  
a c c u r a c y .  
B o u h s a i n  e t  a l .  [ 4 1 ]  d e v e l o p e d  a  f l o w  i n j e c t i o n  F o u r i e r  T r a n s f o r m  i n f r a r e d  
d e t e r m i n a t i o n  o f  c a f f e i n e  i n  c o f f e e .  A  f u l l y  a u t o m a t e d  p r o c e d u r e  i n v o l v e d  o n - l i n e  
e x t r a c t i o n  o f  c a f f e i n e  w i t h  c h l o r o p h o r m ,  m e a s u r i n g  a b s o r p t i o n  a s  a  f u n c t i o n  o f  
t i m e  a t  1 6 5 9  c m - ' ,  w i t h  a  b a s e l i n e  e s t a b l i s h e d  b e t w e e n  1 9 0 0  a n d  8 3 0  c m - ' .  T h e  
l i m i t  o f  d e t e c t i o n  w a s  r e l a t i v e l y  h i g h  a t  9  m g  m ~ - ' .  
T h e  p a p e r  s u b s t r a t e  r o o m  t e m p e r a t u r e  p h o s p h o r e s c e n c e  ( R T P )  o f  
t h e o b r o m i n e ,  c a f f e i n e  a n d  t h e o p h y l l i n e  w a s  i n v e s t i g a t e d  i n  a  w o r k  o f  C h u a n  e t  a l .  
[ 3  1 1 .  T h e  m e t h o d  w a s  b a s e d  o n  f a s t  s p e e d  q u a n t i t a t i v e  f i l t e r  p a p e r  a s  s u b s t r a t e  a n d  
K I - N a A c  a s  h e a v y  a t o m  p e r t u r b e r .  V a r i o u s  f a c t o r s  a f f e c t i n g  t h e i r  R T P  a r e  
d i s c u s s e d .  T h e  m e t h o d  a l l o w e d  v e r y  l o w  l i m i t s  o f  d e t e c t i o n ,  e . g .  1 . 1 4  n g  p e r  s p o t  
f o r  t h e o b r o m i n e ,  0 . 7 8  n g  p e r  s p o t  f o r  c a f f e i n e  a n d  1 . 8  n g  p e r  s p o t  f o r  
t h e o p h y l l i n e .  
2 . 1 . 4  O b s e r v a t i o n s  
D i f f e r e n t  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e s  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  a l k y l x a n t h i n e s  h a v e  
b e e n  e x a m i n e d .  E a c h  o f  t h e m  d e m o n s t r a t e d  a d v a n t a g e s  a n d  d i s a d v a n t a g e s .  T h u s ,  
b o t h  c h r o m a t o g r a p h i c  a n d  s p e c t r o s c o p i c  m e t h o d s  r e q u i r e  a  s a m p l e  p r e t r e a t m e n t  
s t e p ,  w h i l e  s o m e  o f  t h e  C E  s a m p l e s  c a n  b e  i n j e c t e d  d i r e c t l y .  T h e y  c a n  a c h i e v e  
v e r y  l o w  l i m i t s  o f  d e t e c t i o n ;  a n d  t h i s  i s  a d v a n t a g e o u s  w h e n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
t a r g e t  c o m p o u n d s  i s  l o w .  A  d i s a d v a n t a g e  o f  t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  t e c h n i q u e  i s  a  
l o n g  t i m e  o f  a n a l y s i s ,  u p  t o  2 0  m i n ,  w h i l e  C E  m e t h o d s  c a n  t a k e  j u s t  2  m i n  [ 2 4 ,  
3 8 1 ,  a n d  s o m e t i m e s  m e t h o d s  a r e  c o m p l i c a t e d  w i t h  t h e  n e c e s s i t y  f o r  g r a d i e n t  
e l u t i o n  a n d  e m p l o y m e n t  o f  s e v e r a l  m o b i l e  p h a s e s  [ 1 9 ] .  C h r o m a t o g r a p h i c  m e t h o d s  
r e q u i r e  e x p e n s i v e  e q u i p m e n t  c o m p a r e d  t o  C E .  T h e  p r o b l e m  w i t h  s p e c t r o s c o p i c  
m e t h o d s  i s  t h a t  m e t h y l x a n t h i n e s  g i v e  h i g h  s p e c t r a l  o v e r l a p  [ 5 8 ]  w h e n  d e t e r m i n e d  
s i m u l t a n e o u s l y  a n d  t h a t  i s  w h y  t h i s  t e c h n i q u e  i s  p o o r l y  d e v e l o p e d .  A l l  t h e  
m e t h o d s  a r e  c h a r a c t e r i s e d  b y  h i g h  r e p r o d u c i b i l i t y .  
A c c o r d i n g  t o  a l l  t h e  r e a s o n s  l i s t e d  a b o v e  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  m e t h o d s  
h a v e  g r e a t  p o t e n t i a l  i n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  a l k y l x a n t h i n e s  a n d ,  i n  t h e  o p i n i o n  o f  t h e  
a u t h o r ,  t h e r e  i s  m o r e  p o t e n t i a l  f o r  f u r t h e r  i m p r o v e m e n t .  
2 . 1 . 5  A i m  o f  t h i s  s t u d y  
T h e  a i m  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t o  d e v e l o p  a  m e t h o d  o f  r a p i d  s i m u l t a n e o u s  
d e t e r m i n a t i o n  o f  a l k y I x a n t h i n e s  u s i n g  c a p i l l a r y  z o n e  e l e c t r o p h o r e s i s .  T o  s e l e c t  t h e  
o p t i m u m  c o n d i t i o n s  t h e  f o l l o w i n g  f a c t o r s  w e r e  i n v e s t i g a t e d :  b u f f e r  c o m p o s i t i o n ,  
t h e  e f f e c t  o f  p H ,  b u f f e r  c o n c e n t r a t i o n ,  v o l t a g e  o f  s e p a r a t i o n ,  l e n g t h  o f  t h e  
c a p i l l a r y ,  t e m p e r a t u r e  o f  t h e  s e p a r a t i o n  a n d  h y d r o d y n a m i c  a n d  e I e c t r o k i n e t i c  
t y p e s  o f  i n j e c t i o n .  T h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  p r o p o s e d  m e t h o d  i n  t h e  q u a l i t y  c o n t r o l  
s f  t h e o b r o r n i n e  i n  c h o c o l a t e  s a m p l e s  a n d  t h e o p h y l l i n e  i n  c o m m e r c i a l  t a b l e t s  w a s  
s t u d i e d .  
2 . 2  E X P E R I M E N T A L  
2 . 2 . 1  I n s t r u m e n t a t i o n  
A l l  s e p a r a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  u s i n g  a n  A g i l e n t  T e c h n o l o d i e s  3 D ~ ~  
s y s t e m  ( A g i l e n t  T e c h n o l o g i e s ) .  D a t a  a c q u i s i t i o n  a n d  s i g n a l  p r o c e s s i n g  w e r e  
p e r f o r m e d  u s i n g  A g i l e n t  T e c h n o l o d i e s  3 D ~ ~  C h e m S t a t i o n  ( r e v .  A . 0 9 . 0 3 ,  A g i l e n t  
T e c h n o l o g i e s ) .  T h e  f u s e d  s i l i c a  c a p i l l a r i e s  ( C o m p o s i t e  M e t a l  S e r v i c e s  l t d . ,  T h e  
C h a s e ,  H a l l o w ,  W o r c s .  W R 2  6 L D ,  U K )  w e r e  6 3 . 3  c m  i n  l e n g t h  ( 5 5 . 3  c m  t o  t h e  
d e t e c t o r )  w i t h  a n  i n t e r n a l  d i a m e t e r  5 0  p m ,  u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d .  
2 . 2 . 2  R e a g e n t s  
A l l  a n a l y t e  c o m p o u n d s  i n v e s t i g a t e d  i n  t h e  s e p a r a t i o n s  h a d  p u r i t y  9 9 %  a n d  
w e r e  u s e d  w i t h o u t  f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n .  C a f f e i n e ,  t h e o p h y l l i n e ,  d y p h y l l i n e  ( 7 - [ 2 , 3 -  
D i h y d r o x y p r o p y l l - t h e o p h y l l i n ) ,  e n p r o f y l l i n e  ( 3 - p r o p y l x a n t h i n e ) ,  t h e o b r o m i n e  
( 3 , 7 - d i m e t h y l x a n t h n e ) ,  s o d i u m  p h o s p h a t e  ( m o n o b a s i c  a n d  d i b a s i c ) ,  H E P E S  ( N -  
[ 2 - H y d r o x y e t h y l l p i p e r a z i n e - N ' - [ 2 - e t h a n e s u l f o n i c  a c i d ] ) ,  C A P S  
( c y c l o h e x y l a m i n o - 1  - p r o p a n e  s u l f o n i c  a c i d ) ,  T r i s  ( [ h y d r o x y r n e t h y l ] a m i n o m e t h a n e  
h y d r o c h l o r i d e  a n d  T r i z m a  b a s e ) ,  H C l ,  N a O H  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a -  
A l d r i c h ,  D u b l i n ,  I r e l a n d .  M e t h a n o l  ( H P L C  g r a d e )  w a s  f r o m  L a b - S c a n ,  D u b l i n  
I r e l a n d .  B o r i c  a c i d  w a s  o b t a i n e d  f r o m  R i e d e l - d e  H a e n ,  S e e l z e ,  G e r m a n y .  B u f f e r s  
w e r e  p r e p a r e d  u s i n g  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  a d j u s t e d  u s i n g  1  M  a n d  0 . 1  M  N a O H  a n d  
0 . 1  M  H C L .  T r i s  b u f f e r  w a s  a d j u s t e d  u s i n g  T r i s  a c i d  o r  T r i s  b a s e .  
2 . 2 . 3  S t a n d a r d s  
S t o c k  s o l u t i o n s  o f  1 0  m M  c a f f e i n e ,  t h e o p h y l l i n e ,  d y p h y l l i n e ,  2  m M  s t o c k  
o f  t h e o b r o m i n e  a n d  1  m M  s t o c k  o f  e n p r o f y l l i n e  w e r e  p r e p a r e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r .  
2 . 2 . 4  S a m p l e  p r e p a r a t i o n  
2 . 2 . 4 . 1  C h o c o l a t e  
T h e  s a m p l e  p r e p a r a t i o n  t e c h n i q u e  w a s  t a k e n  d i r e c t l y  f r o m  t h e  l i t e r a t u r e  
[ 5 9 ]  a n d  w a s  n o t  f u r t h e r  o p t i m i s e d  i n  t h i s  w o r k .  
S a m p l e s  o f  c h o c o l a t e  w e r e  p l a c e d  i n t o  a  m o r t a r  a n d  p e s t l e .  L i q u i d  
n i t r o g e n  w a s  p o u r e d  o v e r  t h e  c h o c o l a t e  t o  f r e e z e  i t ,  a l l o w i n g  i t  t o  b e  g r o u n d  i n t o  a  
f i n e  p o w d e r .  O n e  g r a m  o f  t h i s  c h o c o l a t e  p o w d e r  w a s  m e a s u r e d  u s i n g  a n  a n a l y t i c a l  
b a l a n c e ,  a n d  5  m l  o f  c h l o r o f o r m  w a s  a d d e d  i n  a  c o n i c a l  f l a s k .  T h i s  s a m p l e  w a s  
p l a c e d  i n  a  s o n i c a t o r  f o r  5 0  m i n  u n t i l  t h e  s o l u t i o n  b e c a m e  a  s u s p e n s i o n  o f  v e r y  
s m a l l  p a r t i c l e s .  A  s y r i n g e  a n d  a  0 . 2 2  p m  f i l t e r  w e r e  u s e d  t o  r e m o v e  a n y  l a r g e  o r  
p r e c i p i t a t e d  p a r t i c l e s .  2 . 5  m l  o f  t h e  f i l t e r e d  e x t r a c t e d  s o l u t i o n  w a s  t r a n s f e r r e d  i n t o  
a n o t h e r  v i a l .  T h e  c h l o r o f o r m  w a s  e v a p o r a t e d  b y  p l a c i n g  t h e  v i a l  i n t o  a  w a r m  
w a t e r  b a t h  a n d  b l o w i n g  a n  a i r  s t r e a m  o v e r  i t .  1 0  m l  o f  e t h a n o l  w a s  a d d e d  t o  t h e  
v i a l  f o l l o w i n g  t h e  e v a p o r a t i o n ,  a n d  a  g e n t l e  s w i r l i n g  a c t i o n  w a s  a p p l i e d  t o  
d i s s o l v e  t h e  c r y s t a l s  o f  t h e  c o m p o u n d s  i n  t h e  e t h a n o l .  T h e  d i s s o l v e d  e t h a n o l  
s o l u t i o n  w a s  p l a c e d  i n t o  a n  H P C E  v i a l  u s i n g  a  m i c r o p i p e t t e ,  w h i l e  t a k i n g  c a r e  t o  
a v o i d  t r a n s f e r r i n g  a n y  o f  t h e  c o c o a  b u t t e r  ( i n s o l u b l e  i n  e t h a n o l )  i n t o  t h e  v i a l .  T h e  
v i a l  w a s  p l a c e d  i n t o  t h e  a u t o  s a m p l e r  f o r  a n a l y s i s .  
2 . 2 . 4 . 2  P h a r m a c e u t i c a l  t a b l e t s  
E a c h  o f  1 0  c o m m e r c i a l  t a b l e t s  c o n t a i n i n g  3 0 0  m g  o f  t h e o p h y l l i n e  w a s  
w e i g h e d  a n d  f i n e l y  p o w d e r e d .  T h r e e  s a m p l e s  o f  0 . 0 1  g  o f  t h e  t a b l e t  p o w d e r  w e r e  
p l a c e d  i n  1 0 0  m l  v o l u m e t r i c  f l a s k s ,  f i l l e d  w i t h  w a t e r  a n d  t h e n  s o n i c a t e d  u n t i l  
d i s s o l v e d  ( 4 0  m i n ) .  T h e  s o l u t i o n s  w e r e  f i l t e r e d  t h r o u g h  a  0 . 2 2  p m  f i l t e r  a n d  
t r a n s f e r r e d  t o  t h e  v i a l s  t h a t  w e r e  p l a c e d  i n t o  t h e  a u t o s a m p l e r  f o r  C E  a n a l y s i s .  
2 . 2 . 5  P r o c e d u r e  
A11 b u f f e r s  w e r e  s o n i c a t e d  f o r  1 5  m i n  a n d  f i l t e r e d  t h r o u g h  a  0 . 2  p m  f i l t e r  
b e f o r e  u s e .  T e s t  m i x t u r e s  o f  a n a l y t e s  w e r e  d i l u t e d  i n  t h e  s e p a r a t i o n  b u f f e r .  
X a n t h i n e s  w e r e  d e t e c t e d  a t  2 0 0  n m ,  w h e r e  a l l  e x h i b i t e d  m a x i m u m  a b s o r p t i o n .  
S e p a r a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  3  0  k V  e l e c b o p h o r e t i  c  v o l t a g e  a n d  a  t e m p e r a t u r e  o f  
2 3 * C ,  u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d .  I n j e c t i o n s  w e r e  h y d r o d y n a m i c  a t  5 0  m b a r  f o r  4  s e c ,  
u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d .  C o n d i t i o n i n g  o f  t h e  C E  c a p i l l a r y  b e t w e e n  m s  w a s  
p e r f o r m e d  w i t h  0 . 1  M  N a O H  f o r  2  m i n ,  w a t e r  f o r  5  m i n  a n d  r u n  b u f f e r  f o r  5  m i n ,  
u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d .  A l l  s e p a r a t i o n s  w e r e  r e p e a t e d  a t  l e a s t  t h r e e  t i m e s .  
2 . 3  R E S U L T S  A N D  D I S C U S S I O N  
2 . 3 . 1  B u f f e r  s t u d y  
2 . 3 . 1 . 1  B u f f e r  s e l e c t i o n  
F o r  t h e  p u r p o s e  o f  t h i s  s t u d y  c a f f e i n e  a n d  t h e o p h y l l i n e  w e r e  e m p l o y e d  a s  
t e s t  a n a l y t e s .  I n  o r d e r  t o  p e r f o r m  a  s e p a r a t i o n  i n  C E  t h e  m o b i l i t y  o f  a n a l y t e s  
s h o u l d  b e  d i f f e r e n t .  T o  e n s u r e  t h e  s e p a r a t i o n  o f  c a f f e i n e  a n d  t h e o p h y l l i n e  a t  l e a s t  
o n e  o f  t h e  c o m p o u n d s  s h o u l d  p o s s e s s  i t s  o w n  m o b i l i t y .  S i n c e  p K a  v a l u e  o f  
c a f f e i n e  ( 1 4 )  i s  m u c h  h i g h e r  t h a n  p K a  o f  t h e o p h y l l i n e  ( 8 . 8 )  t h e  p H  o f  t h e  
s e p a r a t i o n  b u f f e r  s h o u l d  a t  l e a s t  p r o v i d e  t h e  i o n i z a t i o n  o f  t h e o p h y l l i n e .  A t  t h e  p H  
n e a r  8 . 8  t h e o p h y l l i n e  i s  p a r t i a l l y  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  ( d u e  t o  5 0 %  d i s s o c i a t i o n  a t  
R 7 )  a n d  m o v e s  a l o n g  t h e  c a p i l l a r y  w i t h  i t s  o w n  v e l o c i t y ,  w h i l e  c a f f e i n e  i s  n e u t r a l  
a n d  m i g r a t e s  w i t h  E O F ,  a c c o r d i n g  t o  t h e  C Z E  t h e o r y .  F o u r  b u f f e r s  m e e t i n g  t h e  
c o n d i t i o n s  a b o v e  w e r e  s t u d i e d  ( T a b l e  2 . 3 ) .  
T a b l e  2 . 3 .  W o r k i n g  p H  r a n g e  o f  s e v e r a l  b u f f e r s  [ 6 0 ] .  
B u f f e r  U s e f u l  p H  r a n g e  
B o r a t e  8 . 1 4 -  1 0 . 1 4  
P h o s p h a t e  6 . 2 0  -  8 . 2 0  
H E P E S  6 . 5 5  -  8 . 5 5  
T r i s  7 . 3 0  -  9 . 3 0  
T h e  s e p a r a t i o n  o f  c a f f e i n e  a n d  t h e o p h y l l i n e  w i t h  a l l  b u f f e r s  i s  s h o w n  i n  
F i g u r e  2 . 2 .  S e p a r a t i o n  w i t h  b o r a t e  a n d  T r i s  b u f f e r s  w a s  f o u n d  t o  g i v e  t h e  s h o r t e s t  
m i g r a t i o n  t i m e s  f o r  a n a l y t e s  o f  t h e  c h o i c e  a t  g i v e n  p H ,  t h a t  i s  w h y  t h e y  w e r e  
c h o s e n  f o r  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n .  
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m i g r a t i o n  t i m e ,  m i n  
F i g u r e  2 . 2 .  S e p a r a t i o n s  o f  c a f f e i n e  a n d  t h e o p h y l l i n e  w i t h  d i f f e r e n t  b u f f e r s .  
S e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s :  A  -  1 0  m M  b o r a t e  p H  8 . 5 ,  B  -  1 0  m M  p h o s p h a t e  p H  8 ,  C  -  
1 0  m M  H E P E S  p H  8 . 5 ,  D  -  1 0  m M  T r i s  p H  8 . 5 ;  s e p a r a t i o n  v o l t a g e  3 0  k V ,  c a p i l l a r y  
6 3 . 3  c m  ( 5 5 . 3  c m  -  e f f e c t i v e  l e n g t h ) ,  5 0  p m  i . d . ;  2 3 0 C ;  h y d r o d y n a m i c  i n j e c t i o n  4  
s e c o n d s ;  U V  d e t e c t i o n  2 0 0  n m .  P e a k  i d e n t i f i c a t i o n :  l = c a f f e i n e ,  2 = t h e o p h y l l i n e .  
C o n c e n t r a t i o n  o f  a n a l y t e s  0 . 5  m M .  
2 . 3 . 1 . 2  B u f f e r  p H .  
T h e  p H  s t u d y  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  m e c h a n i s m  o f  t h e  
s e p a r a t i o n  o f  t a r g e t  a n a l y t e s  a n d  f i n d  o u t  t h e  o p t i m u m  p H .  F i g u r e  2 . 3  a n d  F i g u r e  
2 . 4  s h o w  t h e  e f f e c t  o f  t h e  p H  o f  b o r a t e  b u f f e r  a n d  T r i s  o n  t h e  e f f e c t i v e  m o b i l i t y  o f  
a n a l y t e s .  T h e  e f f e c t i v e  m o b i l i t y  o f  c a f f e i n e  w a s  z e r o  a s  i t  w a s  n e u t r a l  w i t h i n  
i n v e s t i g a t e d  p H  r a n g e  a n d  m i g r a t e d  w i t h  E O F  a t  a l l  t i m e s .  A t  t h e  p H  b e l o w  8 ,  i t  
w a s  n o t  p o s s i b l e  t o  s e p a r a t e  t h e  t w o  c o m p o n e n t s  a s  t h e  m o b i l i t y  o f  t h e o p h y l l i n e  
w a s  v e r y  c l o s e  t o  t h a t  o f  E O F .  A t  p H  8  s e p a r a t i o n  o c c u r r e d  w i t h  t h e  r e s o l u t i o n  1 . 3  
a s  t h e o p h y l l i n e  i s  p a r t i a l l y  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  a n d  i t s  m o b i l i t y  w a s  d i f f e r e n t  f r o m  
E O F .  S i n c e  i t  m i g r a t e d  t o w a r d s  t h e  a n o d e  i t s  m o b i l i t y  w a s  n e g a t i v e  a n d  i t  e x i t e d  
t h e  c a p i l l a r y  a f t e r  n e u t r a l  c a f f e i n e .  W i t h  f u r t h e r  i n c r e a s e s  i n  p H ,  t h e o p h y l l i n e  w a s  
f u l l y  c h a r g e d  a n d  t h e  d i f f e r e n c e  o f  t h e  m o b i l i t y  o f  t w o  a n a l y t e s  b e c a m e  m o r e  
s i g n i f i c a n t ,  s o  a s  t h e  m i g r a t i o n  t i m e s .  
F i g u r e  2 . 3 .  E f f e c t  o f  b o r a t e  b u f f e r  p H  o n  t h e  e f f e c t i v e  m o b i l i t y  o f  a n a l y t e s .  B u f f e r s  
c o n c e n t r a t i o n s  1 0  m M ,  o t h e r  s e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  2 . 2 .  +  -  c a f f e i n e ,  
- +  -  t h e o p h y l l i n e .  
F i g u r e  2 . 4 .  E f f e c t  o f  T r i s  p H  o n  t h e  e f f e c t i v e  m o b i l i t y  o f  a n a l y t e s .  B u f f e r s  
c o n c e n t r a t i o n s  1 0  m M ,  o t h e r  s e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  2 . 2 .  +  -  c a f f e i n e ,  
- I -  -  t h e o p h y l l i n e .  
T a k i n g  i n t o  a c c o u n t  r e s o l u t i o n  a n d  m i g r a t i o n  t i m e ,  t h e  o p t i m u m  p H  f o r  t h e  
s e p a r a t i o n  o f  c a f f e i n e  a n d  t h e o p h y l l i n e  w a s  f o u n d  t o  b e  p H  8 . 5  f o r  b o r a t e  b u f f e r  
a n d  p H  9 . 2 5  f o r  T r i s .  
2 . 3 . 1 . 3  B u f f e r  c o n c e n t r a t i o n  
T h e  i n c r e a s e  i n  b u f f e r  c o n c e n t r a t i o n  f r o m  1 0  m M  t o  1 0 0  m M  l e d  t o  
s i m i l a r  e f f e c t s  i n  t h e  c a s e  o f  b o r a t e  b u f f e r  a n d  T r i s .  T h e  e f f e c t  o f  t h e  b u f f e r  
c o n c e n t r a t i o n  o n  t h e  m o b i l i t y  o f  E O F  a n d  e f f e c t i v e  m o b i l i t y  o f  t h e o p h y l l i n e  i s  
s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 5  a n d  F i g u r e  2 . 6 .  T h e  m i g r a t i o n  t i m e  o f  b o t h  a n a l y t e s  i n c r e a s e d  
w i t h  t h e  i n c r e a s e  i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  b u f f e r .  A  d e c r e a s e  i n  t h e  m a g n i t u d e  o f  E O F  
w i t h  i n c r e a s i n g  b u f f e r  c o n c e n t r a t i o n  w a s  c o r r e l a t e d  t o  a  d e c r e a s e  i n  t h e  z e t a  
p o t e n t i a l  d u e  t o  t h e  c o m p r e s s i o n  o f  d o u b l e  l a y e r  a t  t h e  c a p i l l a r y  w a l l  [ 6 0 ] .  T h e  
e f f e c t i v e  m o b i l i t y  o f  t h e o p h y l l i n e  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t e d  b y  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  b o t h  b u f f e r s .  E n h a n c i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a  b u f f e r  m i g h t  
p r o v o k e  e x c e s s i v e  J o u l e  h e a t i n g ,  w h i c h  c a n  h a v e  u n d e s i r a b l e  e f f e c t s  o n  r e s o l u t i o n  
a n d  a n a l y t e  s t a b i l i t y .  I n  t h i s  c a s e  r e s o l u t i o n  o f  c a f f e i n e  a n d  t h e o p h y l l i n e  w a s  
g r e a t e r  t h a n  1 0  a t  a l l  c o n c e n t r a t i o n s .  A l l  s e p a r a t i o n  f a c t o r s  w e r e  c o n s i d e r e d ,  
t h e r e f o r e  t h e  b u f f e r  c o n c e n t r a t i o n  1 0  m M  w a s  c h o s e n  a s  t h e  o p t i m u m  f o r  b o r a t e  
a n d  T r i s  b u f f e r s .  
C o n c n e  t m t i o n ,  m M  
I  
F i g u r e  2 . 5 .  E f f e c t  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  b o r a t e  b u f f e r  o n  t h e  m o b i l i t y  o f  E O F  
( c a e i n e )  a n d  e f f e c t i v e  m o b i l i t y  o f  t h e o p h y l l i n e .  B u f f e r s  p H  8 . 5 ,  o t h e r  s e p a r a t i o n  
c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  2 . 2 .  -  E O F  ( c a f f e i n e ) ,  -  -  t h e o p h y l l i n e .  
F i g u r e  2 . 6 .  E f f e c t  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  T r i s  b u f f e r  o n  t h e  m o b i l i t y  o f  E O F  
( c a f f e i n e )  a n d  e f f e c t i v e  m o b i l i t y  o f  t h e o p h y l l i n e .  B e e r s  p H  8 . 5 ,  o t h e r  s e p a r a t i o n  
c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  2 . 2 .  +  -  E O F  ( c a f f e i n e ) ,  + -  -  t h e o p h y l l i n e .  
2 . 3 . 1 . 4  O h m ' s  l a w  p l o t  
A n  O h m ' s  l a w  p l o t  o f  c u r r e n t  ( r n A )  v e r s u s  v o l t a g e  ( k V )  w a s  p l o t t e d .  
F i g u r e  2 . 7  s h o w s  c u r r e n t  g e n e r a t e d  i n  C E  s y s t e m ,  d e p e n d i n g  o n  a p p l i e d  v o l t a g e  
w h i c h  i s  u s u a l l y  u s e d  t o  i n d i c a t e  e x c e s s i v e  h e a t  g e n e r a t i o n  [ 6 1 ] .  A s  c a n  b e  s e e n ,  
t h e  i n c r e a s e  i n  c u r r e n t  w a s  p r o p o r t i o n a l  ( ~ ~ = 0 . 9 9 9 6 )  t o  t h e  v o l t a g e  a p p l i e d ,  s o  
t h e r e  w a s  n o  t e m p e r a t u r e  i n c r e a s e  o b s e r v e d  w i t h i n  t h e  w h o l e  v o l t a g e  i n t e r v a l  
u s i n g  1 0  m M  b o r a t e  p H  8 . 5  a n d  1 0  m M  T r i s  p H  9 . 2 5 .  T h e  s e p a r a t i o n  a t  h i g h e r  
v o l t a g e  i s  m o r e  d e s i r a b l e  a s  i t  p r o v i d e s  a  s h o r t e r  m i g r a t i o n  t i m e  a n d  s h a r p n e s s  o f  
p e a k s  a n d  r e s o l u t i o n  [ 6 1 ] .  T h u s ,  3 0  k V  w a s  f o u n d  t o  b e  t h e  o p t i m u m  f o r  b o t h  
b u f f e r s .  
F i g u r e  2 . 7 .  O h m ' s  l a w  p l o t  r e p r e s e n t i n g  c u r r e n t  g e n e r a t e d  a s  a  f u n c t i o n  o f  a p p l i e d  
v o l t a g e .  -  1 0  m M  b o r a t e  p H  8 . 5 ,  y  =  0 . 3 3 1 ~  +  0 . 1 2 4 4 ,  R' =  0 . 9 9 9 7 .  *  -  1 0  m M  T r i s  
p H  9 . 2 5 ,  y  =  0 . 2 2 4 7 ~  +  0 . 1 8 1 4 ,  R' =  0 . 9 9 9 6 .  O t h e r  s e p r t m a i o n  c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  
2 . 2 .  
2 . 3 . 1 . 5  O p t i r n i s i n g  t h e  s e p a r a t i o n  
C o m p a r i s o n  o f  t h e  p a r a m e t e r s  ( T a b l e  2 . 4 )  o f  t h e  o p t i m a l  s e p a r a t i o n s  w i t h  
b o r a t e  a n d  T r i s  b u f f e r s  s h o w s  t h a t  b o t h  b u f f e r s  h a v e  a  v e r y  g o o d  r e s o l u t i o n  o f  t h e  
t w o  p e a k s ,  g i v e n  s i m i l a r  t i m e s  o f  a n a l y s i s .  T h e  d i f f e r e n c e  i s  i n  t h e  e f f i c i e n c y  o f  
p e a k s :  w i t h  b o r a t e ,  t h e  e f f i c i e n c y  i s  m u c h  h i g h e r  a n d  i t  i s  p r e f e r e n t i a l  f o r  
q u a n t i t a t i v e  a n a l y s e s .  
T a b l e  2 . 4 .  C o m p a r i s o n  o f  s e p a r a t i o n  d a t a  f o r  c a f f e i n e  a n d  t h e o p h y l l i n e .  n  =  3  
A n a l y t e  t  I ~ I  % R S D  N  
( I n i n )  ( t 3  
1 0  m M  B o r a t e  c a f f e i n e  2 . 3 9  0 . 0 6  1 5 0 2 7 5 * 1 4 4 2 5  1 0 . 3  
p H  8 . 5  t h e o p h y l l i n e  2 . 6 6  0 . 0 2  1 6 4 2 8 7 * 7 4 4 5  
1 0  m M  T r i s  c a f f e i n e  2 . 1 2  0 . 7 5  9 0 7 6 6 k 1 3 8 7 9  1 2 . 5  
p H  9 . 2 5  t h e o p h y l l i n e  2 . 6 6  0 . 9 9  3 4 3 9 0 h 4 8 5 6  
2 . 3 . 2  S t u d y  o f  c a p i l l a r y  c o n d i t i o n s  
T h i s  s t u d y  w a s  c a r r i e d  o u t  w i t h  c a f f e i n e ,  t h e o p h y l l i n e  a n d  d y p h y l l i n e  a s  
t a r g e t  a n a l y t e s .  D y p h y l l i n e  i s  a  d e r i v a t i v e  o f  t h e o p h y l l i n e  w i t h  -  
C H 2 C H O H C H 2 0 H  r a d i c a l  a t  N 7  ( F i g u r e  2 . 1 ) .  I t s  p K a  i s  1  1 . 6  [ 3 ] ,  t h e r e f o r e  a t  t h e  
c o n d i t i o n s  o f  t h e  C Z E  m e t h o d  u n d e r  i n v e s t i g a t i o n  i t  m i g r a t e d  w i t h  E O F ,  a s  w a s  
t h e  c a s e  w i t h  c a f f e i n e .  E v e n  a  h i g h  p H ,  n e a r  1 2  ( C A P S  b u f f e r )  d o e s  n o t  
d e p r o t o n a t e  d y p h y l l i n e  a n d  i t  c a n n o t  b e  s e p a r a t e d  f r o m  c a f f e i n e  t h i s  w a y .  
T h e  u n i q u e  r e a c t i o n  o f  b o r a t e  i o n s  w i t h  v i c i n a l  d i o l s  ( s u c h  a s  d y p h y l l i n e )  
i s  k n o w n  [ 6 2 ,  6 3 1 .  T h e  c o m p l e x a t i o n  w i t h  b o r a t e  i o n s  i n  t h e  b a c k g r o u n d  
e l e c t r o l y t e  ( B G E )  g e n e r a t e s  c h a r g e  o n  t h e  d y p h y l l i n e  m o l e c u l e s  a n d  t h a t  i s  h o w  i t  
e m e r g e d  a f t e r  E O F  a l t h o u g h  i t  p o s s e s s e d  n o  i o n i s a b l e  c h e m i c a l  g r o u p  [ 2 ] .  T h u s ,  
b o r a t e  b u f f e r  w a s  c h o s e n  f o r  s e p a r a t i o n  o f  t h e  t h r e e  c o m p o u n d s .  
T a b l e s  2 . 5  a n d  2 . 6  s h o w  t h e  p a r a m e t e r s  o f  t h e  s e p a r a t i o n  w h i l e  o p t i m i s i n g  
t h e  p H  a n d  c o n c e n t r a t i o n  o f  b o r a t e  b u f f e r .  
T a b l e  2 . 5 .  P a r a m e t e r s  o f  s e p a r a t i o n  f o r  o p t i m i s i n g  p H  o f  b o r a t e  b u f f e r ,  
c o n c e n t r a t i o n  2 0  m M .  n  = 3  
B u f f e r  R  
N  
P H  c a f f e i n e  d y p h y l l i n e  t h e o p h y l l i n e  
*  R  -  r e s o l u t i o n  o f  c a f f e i n e  a n d  d y p h y l l i n e  p e a k s .  T h e  r e s o l u t i o n  o f  d y p h y l l i n e  
a n d  t h e o p h y l l i n e  w a s  g r e a t e r  t h a n  1 0  i n  a l l  e x p e r i m e n t s .  
T a b l e  2 . 6 .  P a r a m e t e r s  o f  s e p a r a t i o n  f o r  o p t i m i s i n g  c o n c e n t r a t i o n  o f  b o r a t e  b u f f e r ,  
p H 9 . n = 3  
B u f f e r  R *  N  N  
N  
c o n c e n t r a t i o n  
c a f f e i n e  
d y p h y l l i n e  t h e o p h y l l i n e  
1 0  m M  
1 . 2  8 5 5 6 5  
5 8 1 6 4  1 4 8 5 2 8  
*  R  -  r e s o l u t i o n  o f  c a f f e i n e  a n d  d y p h y l l i n e  p e a k s .  T h e  r e s o l u t i o n  o f  d y p h y l l i n e  
a n d  t h e o p h y l l i n e  w a s  g r e a t e r  t h a n  1 0  i n  a l l  e x p e r i m e n t s .  
T h e  h i g h e s t  e f f i c i e n c y  o f  a n a l y t e s  a n d  a c c e p t a b l e  r e s o l u t i o n  o f  c a f f e i n e  
a n d  d y p h y l l i n e  w a s  a c h i e v e d  a t  p H  9  a n d  c o n c e n t r a t i o n  2 0  m M .  I t  h a s  t o  b e  n o t e d  
t h a t  r e s o l u t i o n  o f  d y p h y l l i n e  a n d  t h e o p h y l l i n e  w a s  g r e a t e r  t h a n  1 0  a t  a l l  t i m e s  a n d  
t h u s  w a s  n o t  u n d e r  i n v e s t i g a t i o n .  F u r t h e r  i n c r e a s e  i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  b o r a t e  
r e s u l t e d  i n  s i m i l a r  e f f i c i e n c y  o f  p e a k s  a n d  r e s o l u t i o n  3 . 3 ,  w h i c h  i s  n o t  r e q u i r e d  f o r  
s e p a r a t i o n  o f  t w o  a n a l y t e s .  T h e  s e p a r a t i o n  o f  c a f f e i n e ,  t h e o p h y l l i n e  a n d  
d y p h y l l i n e  w i t h  2 0  m M  b o r a t e  a t  p H  9  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 8 .  
F i g u r e  2 . 8 .  E l e c t r o p h e r o g r a m  o f  s e p a r a t i o n  o f  t h r e e  c o m p o u n d s  w i t h  2 0  r n M  b o r a t e  
p H  9 .  P e a k  i d e n t i f i c a t i o n :  l = c a f f e i n e  ( E O F ) ,  2 = d y p h y l l i n e ,  3 = t h e o p h y l l i n e .  
C o n c e n t r a t i o n  o f  e a c h  c o m p o u n d  0 . 5  m M .  O t h e r  s e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  
2 . 2 .  
2 . 3 . 2 . 1  C a p i l l a r y  l e n g t h  
T h e  f u l l  l e n g t h  o f  t h e  c a p i l l a r y  i s  t h a t  f r o m  t h e  i n j e c t i o n  e n d  t o  t h e  e x i t  
e n d .  T h e  e f f e c t i v e  l e n g t h  i s  f r o m  t h e  p o i n t  o f  i n j e c t i o n  t o  t h e  p o i n t  o f  d e t e c t i o n .  
A s  U V  d e t e c t i o n  w a s  u s e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t ,  e f f e c t i v e  l e n g t h  w a s  5 5 . 3  c m ,  w h i l e  
t o t a l  l e n g t h  o f  t h e  c a p i l l a r y  w a s  6 3 . 3  c m .  I n  t h e  c a s e  o f  d e t e c t i o n  o u t s i d e  o f  t h e  
c a p i l l a r y  ( m a s s  s p e c t r o m e t r y ) ,  b o t h  l e n g t h s  a r e  e q u i v a l e n t .  T h e  m i g r a t i o n  t i m e  
a n d  m o b i l i t y  d e p e n d  o n  t h e  e f f e c t i v e  l e n g t h ,  w h e r e a s  t h e  e l e c t r i c  f i e l d  i s  
d e t e r m i n e d  b y  t o t a l  l e n g t h  [ 6 0 ] .  
A t  t h e  c a p i l l a r y  l e n g t h  m e n t i o n e d  a b o v e ,  t h e  l a s t  c o m p o n e n t  ( t h e o p h y l l i n e )  
m i g r a t e d  a t  3 . 3  m i n .  W h e n  t h e  c a p i l l a r y  w a s  s h o r t e n e d  b y  7  c m ,  t h e  m i g r a t i o n  
t i m e  o f  t h e o p h y l l i n e  s h o r t e n e d  t o  2 . 7  m i n .  T h e  d e c r e a s e  i n  m i g r a t i o n  t i m e  w a s  
a c c o m p a n i e d  b y  a  d e c r e a s e  i n  r e s o l u t i o n  o f  c a f f e i n e  a n d  d y p h y l l i n e ,  b u t  t h e  s m a l l  
i n c r e a s e  i n  p H  u p  t o  9 . 1  ( w a s  9 . 0 )  a c h i e v e d  a c c e p t a b l e  r e s o l u t i o n .  C o m p a r i s o n  o f  
t h e  s e p a r a t i o n  a t  d i f f e r e n t  c a p i l l a r y  l e n g t h s  i s  s h o w n  o n  F i g u r e  2 . 9 .  
F i g u r e  2 . 9 .  C a p i l l a r y  l e n g t h  e f f e c t .  A  -  6 3 . 3  c m  ( 5 5 . 3  c m ) ,  B  -  5 6 . 3  c m  ( 4 8 . 3  c m ) .  
S e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s :  2 0  m M  b o r a t e  p H  9 . 1 .  P e a k  i d e n t i f i c a t i o n :  l = c a f f e i n e  ( E O F ) ,  
2 = d y p h y l l i n e ,  3 = t h e o p h y l l i n e .  C o n c e n t r a t i o n  o f  e a c h  c o m p o u n d  0 . 5  m M .  O t h e r  
s e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  2 . 2 .  
S i n c e  t h e  t o t a l  l e n g t h  o f  t h e  c a p i l l a r y  w a s  c h a n g e d ,  t h e  e l e c t r i c  f i e l d  h a s  
a l s o  c h a n g e d .  T h e  l i n e a r i t y  o f  t h e  O h m ' s  l a w  p l o t  w a s  t e s t e d  a g a i n .  T h e  i n c r e a s e  
i n  c u r r e n t  w i t h  v o l t a g e  w a s  p r o p o r t i o n a l  ( ~ ~ = 0 . 9 9 6 7 )  a c r o s s  t h e  w h o l e  i n t e r v a l .  
T h e  m a x i m u m  v o l t a g e  o f  3 0  k V  w a s  c h o s e n  t o  a c h i e v e  t h e  f a s t e r  s e p a r a t i o n .  
2 . 3 . 2 . 2  T e m p e r a t u r e  e f f e c t  
A  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  w e r e  a c c o m p l i s h e d  i n  o r d e r  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  
i n f l u e n c e  o f  v a r y i n g  t e m p e r a t u r e  o n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  c a f f e i n e ,  t h e o p h y l l i n e  a n d  
d y p h y l l i n e .  
T h e  A g i l e n t  C E  s y s t e m  i s  s u p p l i e d  w i t h  a  t h e r m o s t a t ,  w h i c h  a l l o w s  t h e  
t e m p e r a t u r e  o f  t h e  c a s s e t t e  t o  b e  m a i n t a i n e d  a t  t h e  4 - 6 0 ° C .  T h e  s e p a r a t i o n  o f  
c a f f e i n e ,  t h e o p h y l l i n e  a n d  d y p h y l l i n e  w a s  p e r f o r m e d  a t  2 5 ,  3 5 ,  a n d  4 5 ,  5 5 ° C .  
F r o m  F i g u r e  2 . 1 0  i t  i s  c l e a r  t h a t  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  t e m p e r a t u r e  s t r o n g l y  a f f e c t e d  
t h e  m i g r a t i o n  p a r a m e t e r s  o f  t h e  s e p a r a t i o n .  
M i g r a t i o n  h e ,  m i f i  
F i g u r e  2 . 1 0 .  T e m p e r a t u r e  e f f e c t .  S e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s :  2 0  m M  b o r a t e  p H  9 . 1 .  A  -  
2 5 O C ,  B  -  3 5 O C ,  C  -  4 5 O C ,  D  -  5 5 O C ;  s e p a r a t i o n  v o l t a g e  3 0  k V ;  c a p i l l a r y  5 6 . 3  c m  ( 4 8 . 3  
c m  -  e f f e c t i v e  l e n g t h ) ,  5 0  p m  i d . ;  h y d r o d y n a m i c  i n j e c t i o n  4  s e c o n d s ;  U V  d e t e c t i o n  
2 0 0  n m .  P e a k  i d e n t i f i c a t i o n :  l = c a f f e i n e  ( E O F ) ,  2 = d y p h y l l i n e ,  3 = t h e o p h y l l i n e .  
C o n c e n t r a t i o n  o f  e a c h  c o m p o u n d  0 . 5  m M .  
T h u s ,  t h e  i n c r e a s e  i n  t e m p e r a t u r e  o f  t h e  c a s s e t t e  p r o v o k e d  a  d e c r e a s e  i n  
r e s o l u t i o n  o f  c a f f e i n e  a n d  d y p h y l l i n e  a c c o m p a n i e d  b y  p e a k  b r o a d e n i n g .  A s  
m e n t i o n e d  a b o v e ,  t h e  r e s o l u t i o n  o f  t h e s e  t w o  c o m p o u n d s  i s  b a s e d  o n  
c o m p l e x a t i o n  o f  d y p h y l l i n e  w i t h  b o r a t e  i o n s ;  a s  e x p e c t e d ,  w i t h  t h e  t e m p e r a t u r e  
i n c r e a s e  t h i s  c o m p l e x  b e c o m e s  w e a k e r  a n d ,  t h u s ,  t h e  r e s o l u t i o n  d i s i m p r o v e s .  
T a i l i n g  o f f  o f  t h e  p e a k s  o c c u r r e d  d u e  t o  t h e  i n c r e a s e  o f  t h e  d i f f u s i o n  d u e  t o  o v e r a l l  
e l e v a t e d  c o l u m n  t e m p e r a t u r e s ,  o r  r a d i a l  g r a d i e n t s  i n  t e m p e r a t u r e  c a u s i n g  c h a n g e s  
i n  t h e  p H ,  m o b i l i t y ,  d i s t o r t i o n  o f  t h e  f l a t  z o n e  p r o f i l e ,  a n d  c o n v e c t i o n  [ 6 4 ] .  
I n c r e a s e d  t e m p e r a t u r e  o f  t h e  s e p a r a t i o n  r e s u l t e d  i n  s i g n i f i c a n t l y  s h o r t e r  
m i g r a t i o n  t i m e  o f  a n a l y t e s .  F u r t h e r  e x p e r i m e n t s  s h o w e d  t h a t  b y  i n c r e a s i n g  t h e  p H  
o f  2 0  m M  b o r a t e  b u f f e r  t o  9 . 4  ( p r e v i o u s l y  9 . 1 )  a t  5 5 O C ,  t h e  r e s o l u t i o n  o f  c a f f e i n e  
a n d  d y p h y l l i n e  p e a k s  a p p r o a c h e d  1 . 5 .  
F i g u r e  2 . 1  1  s h o w s  t h a t  t h e  c u r r e n t ,  g e n e r a t e d  i n  t h e  c a p i l l a r y  a t  5 5 O C  w a s  
n e a r l y  t w i c e  a s  g r e a t  a s  t h a t  g e n e r a t e d  a t  2 5 O C ,  b u t  t h e  i n c r e a s e  i n  c u r r e n t  w i t h  
v o l t a g e  r e m a i n e d  p r o p o r t i o n a l  ( ~ ~ = 0 . 9 9 9 4 ) ,  t h e r e f o r e  t h e  m a x i m u m  a p p l i e d  
v o l t a g e  3 0  k V  s t i l l  c o u l d  b e  u s e d  f o r  f a s t e r  s e p a r a t i o n .  
F i g u r e  2 . 1 1 .  O h m ' s  l a w  p l o t  r e p r e s e n t i n g  c u r r e n t  g e n e r a t e d  a s  a  f u n c t i o n  o f  
d i f f e r e n t  a p p l i e d  v o l t a g e .  S e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s :  2 0  m M  b o r a t e  p H  9 . 4 ,  c a p i l l a r y  
l e n g t h  5 6 . 3  c m  ( 4 8 . 3  c m  t o  t h e  d e t e c t o r ) ,  t e m p e r a t u r e  5 5 O C .  
2 . 3 . 2 . 3  I n j e c t i o n  t y p e  
C E  r e q u i r e s  o n l y  m i n u t e  v o l u m e s  o f  s a m p l e  t o  b e  l o a d e d  i n t o  t h e  c a p i l l a r y  
t o  m a i n t a i n  h i g h  e f f i c i e n c y  [ 6 0 ] .  T y p i c a l l y  t h e  p l u g  l e n g t h  o f  t h e  s a m p l e  s h o u l d  b e  
1 - 2 %  o f  t h e  w h o l e  c a p i l l a r y  l e n g t h .  H y d r o d y n a m i c  a n d  e l e c t r o k i n e t i c  i n j e c t i o n s  
w e r e  i n v e s t i g a t e d  i n  t h i s  s t u d y .  H y d r o d y n a m i c  i n j e c t i o n  w a s  p e r f o r m e d  b y  
a p p l y i n g  p r e s s u r e  o f  5 0  m b a r  f o r  1 , 2 ,  3 , 4 ,  5 ,  a n d  6 ,  1 0  s e c .  T h e  p a r a m e t e r s  o f  t h e  
o b t a i n e d  s e p a r a t i o n s  a r e  r e p r e s e n t e d  i n  t h e  T a b l e  2 . 7 .  
T a b l e  2 . 7 .  P a r a m e t e r s  o f  o p t i m i s a t i o n  o f  t i m e  o f  h y d r o d y n a m i c  i n j e c t i o n  ( 5 0  m b a r ) .  
n = 3  
-  
I n j e c t i o n  R  *  N  N  N  
t i m e ,  s e c  c a f f e i n e  d y p h  y l l i n e  t h e o p h y l l i n e  
*  R  -  r e s o l u t i o n  o f  c a f f e i n e  a n d  d y p h y l l i n e  p e a k s .  T h e  r e s o l u t i o n  o f  d y p h y l l i n e  
a n d  t h e o p h y l l i n e  w a s  g r e a t e r  t h a n  1 0  i n  a l l  e x p e r i m e n t s .  
E l e c t r o k i n e t i c  i n j e c t i o n  w a s  a c c o m p l i s h e d  b y  a p p l y i n g  t h e  v o l t a g e  w h e n  
t h e  i n j e c t i o n  e n d  o f  t h e  c a p i l l a r y  w a s  i n  t h e  s a m p l e  v i a l .  T h e  r e s u l t s  o f  a p p l y i n g  3 ,  
5 ,  8 ,  1 0 ,  1 5  k V  f o r  5  s e c  a r e  s h o w n  i n  t h e  T a b l e  2 . 8 .  
T a b l e  2 . 8 .  P a r a m e t e r s  o f  t h e  o p t i m i s a t i o n  o f  v o l t a g e  o f  e l e c t r o k i n e t i c  i n j e c t i o n  ( 5  s e c ) .  n  
=  3  
V o l t a g e ,  R  *  N  N  N  
k V  
c a f f e i n e  d y p h y l l i n e  t h e o p h y l l i n e  
*  R  -  r e s o l u t i o n  o f  c a f f e i n e  a n d  d y p h y l l i n e  p e a k s .  T h e  r e s o l u t i o n  o f  d y p h y l l i n e  
a n d  t h e o p h y l l i n e  w a s  g r e a t e r  t h a n  1 0  i n  a l l  e x p e r i m e n t s .  
F o r m  T a b l e  2 . 7  a n d  2 . 8  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  i n c r e a s e d  a m o u n t  o f  s a m p l e  
l o a d e d  o n t o  t h e  c a p i l l a r y  r e s u l t e d  i n  a  d e c r e a s e  i n  r e s o l u t i o n  o f  c a f f e i n e  a n d  
d y p h y l l i n e  a n d  e f f i c i e n c y  o f  a l l  p e a k s .  I n  c a s e  o f  a n a l y s i s  w h e r e  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  
t h e  m e t h o d  i s  o f  h i g h  i m p o r t a n c e ,  t h e  h y d r o d y n a m i c  i n j e c t i o n  o v e r  a  l o n g e r  p e r i o d  
o f  t i m e  o r  e l e c t r o k i n e t i c  i n j e c t i o n  b y  a  h i g h e r  v o l t a g e  i s  f a v o u r a b l e .  I n  t h i s  s t u d y  
h i g h e r  r e s o l u t i o n  o f  c a f f e i n e  a n d  d y p h y l l i n e  a n d  h i g h  e f f i c i e n c y  o f  a l l  p e a k s  w a s  
t a k i n g  i n t o  t h e  a c c o u n t .  T h e  o p t i m u m  p a r a m e t e r s  o f  h y d r o d y n a m i c  i n j e c t i o n  w e r e  
1  s e c  a t  5 0  m b a r  a n d  e l e c t r o k i n e t i c  i n j e c t i o n  -  3  k V  f o r  5  s e c .  I n  t h i s  c a s e  
h y d r o d y n a m i c  i n j e c t i o n  i s  s o m e w h a t  m o r e  p r e f e r a b l e .  
2 . 3 . 3  O t h e r  p a r a m e t e r s  o f  s e p a r a t i o n  
C a f f e i n e ,  t h e o p h y l l i n e ,  d y p h y l l i n e ,  t h e o b r o m i n e  a n d  e n p r o f y l l i n e  w e r e  
i n v o l v e d  a t  t h i s  s t a g e  o f  t h e  s t u d y .  T h e o b r o m i n e  h a s  t h e  s a m e  m o l e c u l a r  f o r m u l a  
a s  t h e o p h y l l i n e ,  b u t  t h e  d i f f e r e n c e  i n  s t r u c t u r e  i s  t h a t  o n e  o f  t h e  - C H 3  r a d i c a l s  i s  a t  
N 7  a n d  p r o t o n  i s  a t  N 1  ( F i g u r e  2 . 1 ) ,  p K a  1 0 .  E n p r o f y l l i n e  i s  a  d e r i v a t i v e  o f  
t h e o p h y l l i n e  w i t h  - C H 2 C H 2 C H 3  a t  N 3  a n d  t w o  p r o t o n s  a t  N 1  a n d  N 7  ( F i g u r e  2 .  I ) ,  
p K a  8 . 4 .  A t  p H  9 . 3  t h e o b r o m i n e  w a s  p a r t i a l l y  n e g a t i v e l y  c h a r g e d ,  w h i c h  w a s  
s u f f i c i e n t  f o r  i t s  m o b i l i t y  t o  b e  d i f f e r e n t  f r o m  a l l  o t h e r  c o m p o u n d s  i n  t h e  s a m p l e  
a n d  e l u t e  t h e  c a p i l l a r y  a f t e r  c a f f e i n e  a n d  d y p h y l l i n e .  
T h e  d i f f e r e n c e  i n  p K a  o f  e n p r o f y l l i n e  a n d  t h e o p h y l l i n e  i s  0 . 4  ( T a b l e  2 . 1 )  
a n d ,  t h e r e f o r e ,  p H  9 . 4  w a s  n o t  s u f f i c i e n t  f o r  t h e i r  s e p a r a t i o n  e v e n  t h o u g h  t h e y  
w e r e  b o t h  f u l l y  d e p r o t o n a t e d .  A s  e x p e c t e d ,  t h e  l o n g  a l k y l  r a d i c a l  a t  N 3  a t o m  o f  
e n p r o f y l l i n e  p a r t i a l l y  c o m p e n s a t e s  t h e  n e g a t i v e  c h a r g e  t h a t  a p p e a r s  d u e  t o  
d e p r o t o n a t i o n  o f  t h e  m o l e c u l e  a n d  t h a t  i s  h o w  e n p r o f y l l i n e  m i g r a t e d  f a s t e r  t h a n  
t h e o p h y l l i n e  i n  t h e  c a p i l l a r y .  A  b a s e l i n e  s e p a r a t i o n  o f  e n p r o f y l l i n e  a n d  
t h e o p h y l l i n e  w a s  a c h i e v e d  w i t h  a  s l i g h t  i n c r e a s e  i n  p H  o f  t h e  r u n  b u f f e r  o r  b y  
i n c r e a s e d  t e m p e r a t u r e  o f  t h e  s e p a r a t i o n .  T h e  e l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  t h e  o b t a i n e d  
s e p a r a t i o n s  a r e  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  2 . 1 2 .  T h e  i n c r e a s e  i n  t h e  t e m p e r a t u r e  w a s  
p r e f e r e n t i a l  d u e  t o  t h e  s h o r t e r  a n a l y s i s  t i m e  w h i l e  t h e  b a s e l i n e  r e s o l u t i o n  o f  
c a f f e i n e  -  d y p h y l l i n e  a n d  e n p r o p h y l l i n e  -  t h e o p h y l l i n e  w a s  a c h i e v e d  ( > I  . 5 ) .  
F i g u r e  2 . 1 2 .  E l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  t h e  a l k y l x a n t h i n e  s e p a r a t i o n  a t  d i f f e r e n t  
t e m p e r a t u r e  a n d  p H  o f  t h e  r u n  b u f f e r .  S e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s :  2 0  m M  b o r a t e ,  A  -  
2 S ° C ,  p H  9 . 4 ,  B  -  5 5 O C ,  p H  9 . 4 ,  C  -  2 5 O C ,  p H  9 . 6 ,  D  -  5 5 O C ,  p H  9 . 6 ;  s e p a r a t i o n  
v o l t a g e  3 0  k V ,  c a p i l l a r y  5 6 . 3  c m  ( 4 8 . 3  c m  -  e f f e c t i v e  l e n g t h ) ,  5 0  p m  i d . ,  
h y d r o d y n a m i c  i n j e c t i o n  1  s e c o n d ,  W  d e t e c t i o n  2 0 0  n m .  P e a k  i d e n t i f i c a t i o n :  
l = c a f f e i n e ,  2 = d y p h y l l i n e ,  3 = t h e o b r o m i n e ,  4 = e n p r o p h y l l i n e ,  5 = t h e o p h y l l i n e .  
C o n c e n t r a t i o n  o f  e a c h  c o m p o u n d  0 . 0 5  m M .  
2 . 3 . 3 . 1  R i n s i n g  b e t w e e n  r u n s  
M a n y  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  l e n g t h y  r i n s e  s t e p s  i n  C Z E  ( T a b l e  2 . 2 ) .  T h i s  
a d d s  t o  t h e  o v e r a l l  a n a l y s i s  t i m e  a n d  i s  o f t e n  n o t  r e p o r t e d ,  t h e r e b y  p r o v i d i n g  a n  
a m b i g u o u s  o r  f a l s e  i m p r e s s i o n  o f  t h e  a c t u a l  a n a l y s i s  t i m e .  A  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  
w e r e  p e r f o r m e d  i n  o r d e r  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  i n f l u e n c e  o f  c a p i l l a r y  r i n s i n g  b e t w e e n  
r u n s  o n  t h e  s e p a r a t i o n .  A s  s t a t e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 5 ,  a l l  e x p e r i m e n t s  b e f o r e  t h i s  w e r e  
a c c o m p l i s h e d  w i t h  2  m i n  0 . 1  N  N a O H ,  5  m i n  w a t e r ,  a n d  5  m i n  b u f f e r  r i n s e .  
R i n s i n g  t i m e  w a s  r e d u c e d  w i t h  a l l  p o s s i b l e  c o m b i n a t i o n s  o f  r i n s e s  a n d  f i n a l l y  i t  
w a s  f o u n d  t h a t  r i n s i n g  c o u l d  b e  e x c l u d e d  a l t o g e t h e r .  R e s o l u t i o n ,  e f f i c i e n c y  a n d  
m i g r a t i o n  t i m e  w e r e  n o t  a f f e c t e d  b y  t h i s  s i g n i f i c a n t l y .  S o m e  o f  t h e  r e s u l t s  a r e  
p r e s e n t e d  i n  T a b l e  2 . 9 .  
F u r t h e r  e x p e r i m e n t s  w e r e  a c c o m p l i s h e d  w i t h o u t  r i n s i n g  b e t w e e n  r u n s .  I t  
a l l o w e d  a  s i n g l e  a n a l y s i s  t o  b e  p e r f o r m e d  i n  2  m i n .  A n d  t h i s  i s  t h e  s h o r t e s t  
r e p o r t e d  t i m e  f o r  s e p a r a t i o n  o f  c a f f e i n e ,  t h e o p h y l l i n e ,  d y p h y l l i n e ,  e n p r o p h y l l i n e  
a n d  t h e o b r o m i n e  b y  C Z E  t o  t h e  a u t h o r ' s  k n o w l e d g e .  F o r  1 0 0  i n j e c t i o n s  t h e  
m i g r a t i o n  t i m e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  b u f f e r  d e p l e t i o n  h a d  b e g a n  t o  o c c u r  > 1 . 5 %  
% R S D .  
T a b l e  2 . 9 .  I n t e g r a t i o n  d a t a  f o r  o p t i m i s i n g  r i n s i n g  c o n d i t i o n s  b e t w e e n  r u n s  ( n = S ) .  1  -  
c a f f e i n e ,  2 = d y p h y l l i n e ,  3 = t h e o b r o m i n e ,  4 = e n p r o p h y l l i n e ,  5 = t h e o p h y l l i n e .  
a  -  C o n d i t i o n s  1  -  1 , 5  m i n  0 , l  N  N a O H + 1 , 5  m i n  w a t e r + 3  r n i n  b u f f ;  
C o n d i t i o n s  2  -  1 , 5  m i n  0 , l  N  N a O H + 1 , 5  m i n  w a t e r + 2  m i n  b u f f ;  
C o n d i t i o n s  3  -  1 , 5  m i n  0 , l  N  N a O H + 1 , 5  m i n  w a t e r + l  r n i n  b u f f ;  
C o n d i t i o n s  4  -  1  m i n  0 , l  N  N a O H + l  m i n  w a t e r + 3  r n i n  b u f f ;  
C o n d i t i o n s  5  -  No r i n s e ,  i n j e c t i o n  o n l y ;  
b  -  R 2 - 3  >  5  a n d  R 3 - 4  >  1 7  i n  a l l  c a s e s .  
2.3.3.2 Calibration 
The calibration graphs were established with the peak-area as ordinate 
versus the concentration in m M  as axis. From the slopes of the curves the method 
showed greater sensitivity towards theophylline determination and least far 
dyphylline. The linear regression equations were obtained as follows: for caffeine 
assay: y = 17 .958~  +0.1 636, n=5, ~ ~ 4 . 9 9 9 7 ;  for theophylline assay: y = 23.508~ 
+ 1.1693, n=S, IX2=0.999 1; for dyphylline assay; y = 17.609~ + 1.1 147, n=S, 
~ ~ = 0 . 9 9 8 5 ;  for theobromine assay: y = 20.402~ + 0.0001, n=5, ~'=0.9991; for 
enprophylline: y = 20.091~ + 0.0216, n=5, ~'=0.9995.  The data indicates good 
linearity of the method over the studied range 0.01 mM - 8 mM for caffeine and 
dyphylline, 0.01 mM - 10 mM for theophylline, 0.01 mM - 1 mM for 
theobromine and 0.00 1 - 0.8 mM for enprow fine. 
2 . 3 . 3 . 3  P r e c i s i o n  o f  t h e  m e t h o d  
I n  o r d e r  t o  m e a s u r e  t h e  p r e c i s i o n  o f  t h e  d e v e l o p e d  m e t h o d  t h e  r e p e a t a b i l i t y  
o f  t h e  m i g r a t i o n  t i m e ,  p e a k  a r e a  a n d  c o n c e n t r a t i o n  f o r  e a c h  a n a l y t e  w e r e  
d e t e r m i n e d .  R e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  o f  t h e  m i g r a t i o n  t i m e  a n d  p e a k  a r e a  o f  
a n a l y t e s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  2 . 1 0 .  H e r e  i t  c a n  b e  n o t e d  t h a t  a c c e p t a b l e  % R S D  
v a l u e s  w e r e  a c h i e v e d .  T a b l e  2 . 1  1  r e p r e s e n t s  d a t a  o n  r e p e a t a b i l i t y  o f  t h e  m e t h o d .  
H e r e  t h r e e  c o n c e n t r a t i o n s  a r e  s o w n  ( e a c h  m e a s u r e d  i n  t r i p l i c a t e )  a n d  % R S D  f o r  
a l l  m e a s u r e m e n t s  a r e  b e l o w  5 % .  R e s u l t s  s h o w  t h a t  i n  g e n e r a l  a t  h i g h e r  a n a l y t e  
c o n c e n t r a t i o n  i n  e a c h  c a s e  % R S D  v a l u e s  i m p r o v e d  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  
e n p r o f y l l i n e .  
T a b l e  2 . 1 0 .  R e p e a t a b i l i t y  p a r a m e t e r s  o f  t h e  m i g r a t i o n  t i m e  a n d  p e a k  a r e a s .  n  =  5  
A n a l y t e  t "  % R S D  P e a k  a r e a  % R S D  
C a f f e i n e  1 . 2 8  0 . 1 0  3 . 4  1 . 6 7  
D y p h y l l i n e  1 . 3 2  0 . 0 6  3 . 5  1 . 4 2  
T h e o b r o m i n e  
E n p r o f y l l i n e  1 . 8 1  0 . 2 2  1  .O 3 . 5 4  
T h e o p h y l l i n e  1 . 8 5  0 . 1  1  4 . 9  2 . 0 6  
T a b l e  2 . 1 1 .  D a t a  o n  r e p e a t a b i l i t y  o f  t h e  m e t h o d .  n  =  3  
C o n c e n t r a t i o n  C o n c e n t r a t i o n  R S D  ( % )  9 5 %  C o n f i d e n c e  
k n o w n  ( m M )  f o u n d  ( m M )  i n t e r v a l  
C a f f e i n e  
T h e o p h y l l i n e  
0 . 5  0 . 5 2 0  h  0 . 0 1 6  3 . 0 5  0 . 5 0 2  -  0 . 5 3 8  
1  1 . 0 4 5  *  0 . 0 1 7  1 . 6 7  1 . 0 2 5  -  1 . 0 6 5  
5  5 . 0 9 0  h  0 . 0 5 6  1 . 1 0  5 . 0 2 8  -  5 . 1 5 4  
D y p h y l l i n e  
0 . 5  0 . 5 2 4  *  0 . 0 1 7  3 . 2 6  0 . 5 0 4  -  0 . 5 4 3  
1  1 . 0 4 8  h  0 . 0 3  1  2 . 9 8  1 . 0 1 2  -  1 . 0 8 3  
5  5 . 2 3 6  *  0 . 0 9 8  1 . 8 6  5 . 1 2 6  -  5 . 3 4 7  
T h e o b r o m i n e  
0 . 1  0 . 1 0 3  *  0 . 0 0 6  4 . 7 6  
0 . 0 9 7  -  0 . 1 0 8  
0 . 5  0 . 5 1 4  *  0 . 0 2 1  4 . 1 5  0 . 4 9 0  -  0 . 5 3 9  
1  1 . 0 2 1  h  0 . 0 0 6  0 . 5 5  1 . 0 1 5  -  1 . 0 2 8  
E n p r o f y l l i n e  
0 . 1  0 . 1 0 7  *  0 . 0 0 7  2 . 7 0  0 . 1 0 3  -  0 . 1 0 9  
0 . 5  0 . 5 0 9  *  0 . 0 0 6  1 . 1 3  0 . 5 0 3  -  0 . 5 1 6  
0 . 8  0 . 7 9 3  h  0 . 0 1 7  2 . 2 0  0 . 7 7 3  -  0 . 8 1 3  
2 . 3 . 3 . 4  L O Q s  a n d  L O D s  
F o r  t h i s  s t u d y  t h e  l i m i t s  o f  d e t e c t i o n  w e r e  c a l c u l a t e d  o n  t h e  b a s i s  o f  t h e  
b a s e l i n e  n o i s e ,  w h e r e  L O D  i s  d e f i n e d  a s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  s a m p l e  t h a t  
g e n e r a t e s  a  p e a k  o f  h e i g h t  3  t i m e s  t h e  l e v e l  o f  t h e  b a s e l i n e  n o i s e .  L i m i t s  o f  
q u a n t i t a t i o n  w e r e  d e f i n e d  a s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  s a m p l e  t h a t  g e n e r a t e s  a  p e a k  o f  
h e i g h t  1 0  t i m e s  t h e  l e v e l  o f  t h e  b a s e l i n e  n o i s e .  T h e  L O D s  a n d  L O Q s  a r e  l i s t e d  i n  
t h e  T a b l e  2 . 1 2 .  D e t e c t i o n  f o r  t h e  s t u d y  v a r i e d  b e t w e e n  1 . 8  m g  L - '  a n d  2 . 5  m g  c ' .  
T h i s  r a n g e  i s  i d e a l l y  s u i t e d  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  s a m p l e s  u n d e r  i n v e s t i g a t i o n ,  
a s  w i l l  b e  d i s c u s s e d  l a t e r .  
T a b l e  2 . 1 2 .  L i m i t s  o f  d e t e c t i o n  a n d  q u a n t i t a t i o n .  
C o m p o u n d  L O D ,  L O D ,  L O Q ,  
M  m g  L - '  m g  L - '  
C a f f e i n e  l * 1 0 - ~  1 . 9  3 . 8  
T h e o p h y l l i n e  l * 1 0 - ~  1 . 8  5 . 4  
D  y p h y l l i n e  l * 1 0 - ~  2 . 5  1 0  
T h e o b r o m i n e  
l * 1 0 - ~  1 . 8  5 . 4  
E n p r o f y l l i n e  l * 1 0 - ~  1 . 9  5 . 7  
2 . 3 . 4  A p p l i c a t i o n  t o  r e a l  s a m p l e s  
T h e  a p p l i c a t i o n s  o f  t h e  p r o p o s e d  m e t h o d  i n  t h e  q u a l i t y  c o n t r o l  o f  
t h e o b r o m i n e  i n  c h o c o l a t e  s a m p l e s  a n d  t h e o p h y l l i n e  i n  t a b l e t s  w e r e  s t u d i e d .  
2 . 3 . 4 . 1 .  C h o c o l a t e  
M e t h y l x a n t h i n e  h a s  p r e v i o u s l y  b e e n  d e t e r m i n e d  i n  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  f o o d  
a n d  b e v e r a g e s ,  i n c l u d i n g  c o f f e e ,  t e a ,  c a r b o n a t e d  b e v e r a g e s ,  s o m e  c h o c o l a t e  
p r o d u c t s ,  c a f f e i n a t e d  w a t e r ,  a n d  c h e w i n g  g u m  [ 5 ] .  T h e  m a j o r i t y  o f  r e s e a r c h  h a s  
f o c u s e d  o n  t h e  a n a l y s i s  o f  m e t h y l x a n t h i n e s  i n  c o f f e e ,  t e a  a n d  c o l a  b e v e r a g e s  [ 6 5 ] .  
D i f f e r e n t  v a r i a t i o n s  o f  H P L C  [ 1 7 ,  3 2 ,  3 3 ,  3 7 ,  6 6 1  a n d  C E  [ 2 4 ,  3 7 ,  3 8 ,  4 0 ,  4 1 1  
m e t h o d s  w e r e  c o m m o n l y  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e s e  a q u e o u s - b a s e d  b e v e r a g e s  a n d  
t h e  s a m p l e  p r e p a r a t i o n  r e q u i r e d  w a s  m i n i m a l .  P a p e r  s u b s t r a t e  r o o m  t e m p e r a t u r e  
p h o s p h o r e s c e n c e  w a s  r e p o r t e d  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  c h o c o l a t e ,  t e a  a n d  c o f f e e  [ 3 1 ] .  
N o t i c e a b l y  l e s s  d a t a  e x i s t s  o n  t h e  c o n t e n t s  o f  m e t h y l x a n t h i n e s  i n  c h o c o l a t e  f o o d  
a n d  b e v e r a g e s  [ 6 5 ] .  C a f f e i n e  a n d  t h e o b r o m i n e  c o n t e n t s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  f o r  
s o m e  c h o c o l a t e  p r o d u c t s  i n c l u d i n g  c o m m e r c i a l  h o t  c h o c o l a t e  [ 6 7 ] ,  b a k e r y  
p r o d u c t s  [ 6 8 ] ,  c h o c o l a t e  m i l k  1 6 9 1 ,  c o c o a  p o w d e r  [ 7 0 ]  a n d  c h o c o l a t e  c e r e a l  [ 7 1 ] .  
T o  t h e  a u t h o r ' s  k n o w l e d g e  t h e r e  i s  n o  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  C E  m e t h o d  b e i n g  
e m p l o y e d  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  m e t h y l x a n t h i n e s  i n  c h o c o l a t e .  A n d  t h u s  t h i s  w o r k  i s  
t h e  f i r s t  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e o b r o m i n e  i n  c h o c o l a t e  b y  C Z E .  
D u e  t o  t h e  g l o b a l  c o n s u m p t i o n  o f  c h o c o l a t e  a n d  t h e  p o t e n t i a l  
p h y s i o l o g i c a l  e f f e c t s  o f  t h e o b r o m i n e ,  b o t h  h e a l t h  p r o f e s s i o n a l s  a n d  c o n s u m e r s  
d e s i r e  t o  k n o w  t h e  t h e o b r o m i n e  c o n t e n t s  o f  f o o d .  L e v e l s  o f  t h e o b r o m i n e  i n  
c h o c o l a t e  p r o d u c t s  v a r y  a n d  d e p e n d  o n  t h e  t y p e  o f  c h o c o l a t e .  F o r  i n s t a n c e ,  t h e r e  
a r e  h i g h e r  q u a n t i t i e s  o f  t h e o b r o m i n e  i n  p l a i n  c h o c o l a t e  a n d  i n  h i g h e r  q u a l i t y  
c h o c o l a t e ;  w h i l e  m i l k  c h o c o l a t e  a n d  l o w e r  q u a l i t y  c h o c o l a t e  c o n t a i n s  l o w e r  l e v e l s  
o f  t h e o b r o m i n e  [ 7 2 ] .  
S a m p l e  p r e t r e a t m e n t  i s  t h e  m o s t  d i f f i c u l t  i s s u e  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  a n y  t y p e  o f  
f o o d .  S i n c e  t h e  e x t r a c t i o n  o f  t h e o b r o m i n e  f r o m  t h e  c h o c o l a t e  w a s  n o t  t h e  g o a l  o f  t h i s  
w o r k ,  t h e  s a m p l e  p r e p a r a t i o n  t e c h n i q u e  w a s  t a k e n  d i r e c t l y  f r o m  [ 5 9 ]  a n d  w a s  n o t  
o p t i m i s e d .  E i g h t  d i f f e r e n t  c h o c o l a t e s  f r o m  3  b r a n d s  a n d  o n e  t y p e  o f  c o c o a  p o w d e r  
w e r e  a n a l y s e d .  
A s  e x p e c t e d ,  t h e o b r o m i n e  w a s  d e t e r m i n e d  i n  a l l  s a m p l e s  o f  m i l k ,  d a r k  
c h o c o l a t e  a n d  c o c o a  p o w d e r ,  b u t  n o t  i n  t h e  s a m p l e s  o f  w h i t e  c h o c o l a t e .  F i g u r e  
2 . 1 3  s h o w s  e l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  t h e  w h i t e  c h o c o l a t e  " M i l k y b a r " ,  m i l k  c h o c o l a t e  
" B u b b l y "  a n d  d a r k  c h o c o l a t e  " B o u r n v i l l e " .  I t  i s  n o t i c e a b l e  f r o m  t h e  
e l e c t r o p h e r o g r a m  t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e o b r o m i n e  i n  d a r k  c h o c o l a t e  w a s  
h i g h e r  t h a n  i n  m i l k  c h o c o l a t e  ( a s  e x p e c t e d  f r o m  %  c o c o a  i n  t h e  s a m p l e ) .  
T h e  t i m e  o f  a  s i n g l e  a n a l y s i s  w a s  l e s s  t h a n  2  m i n .  T h e r e  a r e  t h r e e  p e a k s  o n  
t h e  e l e c t r o p h e r o g r a m .  T h e  f i r s t  p e a k  o n  e a c h  e l e c t r o p h e r o g r a m  c o r r e s p o n d e d  t o  
c a f f e i n e  ( s p i k e d )  a n d  o t h e r  c o m p o n e n t s  o f  t h e  s a m p l e  t h a t  m i g r a t e d  w i t h  E O F .  
S i n c e  t h e  s a m p l e  w a s  d i s s o l v e d  i n  e t h a n o l ,  t h e  n e g a t i v e  p e a k  o n  t h e  
e l e c t r o p h e r o g r a r n s  w a s  t h e  e t h a n o l  p e a k .  T h e  t h e o b r o m i n e  p e a k  d i d  n o t  i n t e r f e r e  
w i t h  a n y  o f  t h e m .  T h e  c a l i b r a t i o n  o f  t h e o b r o m i n e  i n  e t h a n o l  w a s  p e r f o r m e d  f o r  
t h i s  a n a l y s i s .  T h e  b r a c k e t i n g  s t a n d a r d s  m e t h o d  w a s  e m p l o y e d  i n  o r d e r  t o  r e l i a b l y  
q u a n i t a t e  t h e o b r o m i n e  i n  c h o c o l a t e  s a m p l e s .  D u r i n g  o n e  d a y  o f  a n a l y s i s  
t h e o b r o m i n e  s t a n d a r d s  ( n = 5 )  w e r e  i n j e c t e d  b e f o r e  a n d  a f t e r  t h e  i n j e c t i o n s  o f  t h e  
c h o c o l a t e  s a m p l e s  t o  e n s u r e  t h a t  t h e  o b t a i n e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  s t a n d a r d s  w a s  i n  
a g r e e m e n t  w i t h  t h e  c a l i b r a t i o n  c u r v e .  T h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e o b r o m i n e  i n  a l l  t h e  
s a m p l e s  a r e  r e p r e s e n t e d  i n  a  T a b l e  2 . 1 3 .  T h e  b a r  c h a r t  i n  F i g u r e  2 . 1 4  r e p r e s e n t s  a  
c o m p a r i s o n  b e t w e e n  t h e  a m o u n t  o f  t h e o b r o m i n e  a n d  c o c o a  s o l i d s  i n  t h e  c h o c o l a t e  
b a r s .  
F i g u r e  2 . 1 3 .  E l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  c h o c o l a t e  s a m p l e s .  A  -  M i l l q b a r ,  B  -  B u b b l y ,  C  
-  B o u r n v i l l e .  P e a k  i d e n t i f i c a t i o n :  l = E O F ,  2 = e t h a n o l ,  3 = t h e o b r o m i n e .  S e p a r a t i o n  
c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  2 . 1 2  ( B ) .  
T a b l e  2 . 1 3 .  C o n c n e t r a t i o n o f  t h e o b r o m i n e i n  t h e  a n a l y s e d  s a m p l e s .  
N a m e  o f  c h o c o l a t e  T y p e  o f  c h o c o I a t e  T h e o b r o m i n e  c o n t e n t ,  
m g  f 4 - I  
C a d b u r y  " B u b b l y "  m i l k  0 . 7 8 k 0 . 0 8  
C a d b u r y  L Y 3 ~ u m v i 1 1 e "  d a r k  1 . 4 6 z k 0 . 0 8  
N e s t l e  " M i l k y b a r "  w h i t e  N o t  d e t e c t e d  
N e s t l e  " A e r o  A l l  B u b b l e "  m i l k  0 . 8 2 N . 0 5  
N e s t l e  " A e r o  A l l  B u b b l e "  m i l k  a n d  m i n t  0 . 4 4 r l f 0 . 0 7  
C a d b u r y  " B u t t o n s ' "  m i l k  0 . 5 8 k 0 . 0 2  
C a d b u r y  " B u t t o n s "  w h i t e  N o t  d e t e c t e d  
T m y  's " O r a n g e "  
m i l k  
C a d b u r y  " C o c o a "  c o c o a  p o w d e r  3 . 9 1 z t 0 . 3 4  
F i g u r e  2 . 1 4 :  T h e  c o m p a r i s o n  o f  d e t e r m i n e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e o b r o m i n e  a n d  c o c o a  
s o l i d s  i n  a n a l y s e d  s a m p l e s .  -  t h e o b r o m i n e  c o n c e n t r a t i o n ,  m g  g - l  ,  -  c o c o a  
s o l i d s  m i n i m u m ,  %  
a  -  n o  d a t a ,  b  -  i n f o r m a t i o n  t a k e n  f r o m  t h e  w r a p p i n g .  
T h e  h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e o b r o m i n e  i n  c o c o a  p o w d e r  c o r r e s p o n d e d  
t o  1 0 0 %  o f  c o c o a  s o l i d s .  A  t h e o b r o m i n e  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 . 4 6  m g  g - l  i n  d a r k  
c h o c o l a t e  " B o u r n v i l l e "  a p p r o a c h e d  v e r y  c l o s e  t o  3 9 %  o f  c o c o a  s o l i d s .  A l l  s a m p l e s  
o f  m i l k  c h o c o l a t e  w i t h  2 0 - 2 5 %  o f  c o c o a  s o l i d s  h a d  s o m e  v a r i a t i o n s  i n  t h e  
t h e o b r o m i n e  c o n c e n t r a t i o n .  N e s t l e  c h o c o l a t e  " A e r o  A l l  B u b b l e "  ( m i n t )  c o n t a i n e d  
n o t i c e a b l y  l e s s  t h e o b r o m i n e .  T h i s  i s  d u e  t o  t h e  n a t u r e  o f  t h i s  c h o c o l a t e ,  w h i c h  
c o n s i s t s  o f  m i n t  p a r t  a n d  m i l k  c h o c o l a t e  o u t e r  c o a t i n g .  T h e r e  i s  n o  d a t a  o n  c o c o a  
s o l i d s  c o n t a i n e d  o n  t h e  p r o d u c t ,  b u t  i t  i s  c l e a r  t h a t  i t  i s  o n l y  t h e  c h o c o l a t e  p a r t  t h a t  
c o n t a i n s  i t .  
T a b l e  2 . 1 4  r e p r e s e n t s  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  o f  t h e  d a t a  o b t a i n e d .  R e l a t i v e  
s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  p e a k  a r e a  w e r e  l e s s  t h a n  5 9 6 ,  w h i l e  t h e  % R S D  o f  t h e  
e x t r a c t i o n  w a s  o v e r  5 % ,  a n d  e s p e c i d l y  h i g h  i n  t h e  c a s e  o f  N e s t l e  " A e r o  A l l  
B u b b l e " ( r n i n t )  ( % R S D  1 5 . 0 2 ) .  T h e  r e a s o n  f o r  t h i s  i s  t h e  h e t e r o g e n e o u s  n a t u r e  o f  
t h e  s a m p l e .  A s  p r e v i o u s l y  s t a t e d ,  t h e  e x t r a c t i o n  m e t h o d  w a s  n o t  a p t i m i s e d  s i n c e  i t  
w a s  n o t  t h e  o b j e c t i v e  o f  t h i s  w o r k .  
T a b l e  2 . 1 4 .  R e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  o f  C E  a n a l y s i s  a n d  e x t r a c t i o n .  n  =  3  
S a m p l e  % R S D  ( a r e a )  % R S D  ( e x t r a c t i o n )  
N e s t l e  
" A e r o  A l l  B u b b l e "  
N e s t l e  4 . 3 5  
" A e r o  A l l  B u b b l e "  m i n t  0  
3  ' 4 6  
2 . 3 . 4 . 2  P h a r m a c e u t i c a l s  
A  t a b l e t  s a m p l e  c o n t a i n i n g  t h e o p h y l l i n e  w a s  a n a l y s e d  u s i n g  t h e  o p t i m i s e d  
m e t h o d .  T h e  l a b e l e d  a m o u n t  o f  t h e o p h y l l i n e  w a s  3 0 0  m g .  A n  e l e c t r o p h e r o g r a m  o f  
t h e  t h e o p e k  s a m p l e  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 1 5 .  A  s i n g l e  a n a l y s i s  w a s  c o m p l e t e d  i n  
l e s s  t h a n  2  m i n .  T h e o p h y l l i n e  w a s  t h e  o n l y  p e a k  i n  t h i s  s e p a r a t i o n .  A n a l y t i c a l  
r e s u l t s  f o r  c o n t e n t  u n i f o r m i t y  o f  t h e o p h y l l i n e  t a b l e t  o b t a i n e d  f i - o m  a  c o m m e r c i a l  
s o u r c e  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  2 . 1 5 .  A n a l y t i c a l  v a l u e s  f e l l  w i t h i n  l a b e l e d  a m o u n t  o f  
9 4 . 0 -  1 0 6 . 0 %  f o r  t h e o p h y l l i n e  r e q u i r e d  b y  t h e  U S P  2 5  1 7 3 1 .  
M i g a t i o n  t i m e :  m i n  
F i g u r e  2 . 1 5 .  E l e c t r o p h e r o g r a m  o f  c o m m e r c i a l  s a m p l e .  P e a k  i d e n t i f i c a t i o n :  
l = t h e o p h y l l i n e .  S e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  2 . 1 2  ( B ) .  
T a b l e  2 . 1 5 .  A n a l y t i c a l  r e s u l t s  f o r  c o n t e n t  u n i f o r m i t y  o f  t h e o p h y I l i n e  t a b l e t  o b t a i n e d  
f r o m  a  c o m m e r c i a l  s o u r c e  
T a b l e t n  A m o u n t  f o u n d b  ( m g )  C l a i m e d  c o n t e n t  ( % )  
1  2 9 2 . 6  k  5 . 2  9 8  
1 0  2 8 3 . 6  h  9 . 6  
M e a n  ( % I  
S . D .  2 . 9  
a  L a b e l e d  a m o u n t  o f  t h e o p h y l l i n e  i n  e a c h  t a b I e t  w a s  3 0 0  m g .  
M e a n  r t  S . D .  ( n = 3 $  
2 . 4  C O N C L U S I O N S  
A  r a p i d  C Z E  m e t h o d  w a s  d e v e l o p e d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  
a l k y l x a n t h n e s  i n  p h a r m a c e u t i c a l s  a n d  f o o d  s a m p l e s .  T h e  m a i n  a d v a n t a g e  o f  t h i s  
m e t h o d  i s  a  v e r y  s h o r t  ( 2  m i n )  f u l l  t i m e  o f  a  s i n g l e  a n a l y s i s .  I t  i s  t h e  s h o r t e s t  
r e p o r t e d  t i m e  o f  a  c o m p l e t e  a n a l y s i s  o f  a b o v e  m e n t i o n e d  c o m p o n e n t s  b y  C Z E  t o  
t h e  a u t h o r ' s  k n o w l e d g e .  W h i l e  4 0  s e c  w a s  r e p o r t e d  [ 5 7 ]  f o r  a n a l y s i s  o f  c a f f e i n e  
a n d  t h e o p h y l l i n e  w i t h  C E  m i c r o c h i p ,  t h e  d e v i s e  h a s  t o  b e  r i n s e d  f o r  1 5  m i n  w i t h  
t h e  r u n n i n g  e l e c t r o l y t e  p r i o r  t o  t h e  i n j e c t i o n .  T h e  s a m e  m e t h o d  c a n  b e  u s e d  a s  f o r  
t h e  s e p a r a t i o n  o f  s i n g l e  c o m p o u n d s  a s  f o r  t h e  m i x t u r e  o f  t h e m .  T h e  p e c u l i a r i t i e s  
o f  t h e  m e t h o d  a r e  a s  f o l l o w s :  c a f f e i n e  c a n n o t  b e  d e t e r m i n e d  i f  o t h e r  n e u t r a l  
c o m p o n e n t s  a r e  p r e s e n t  t h a t  m i g r a t e  w i t h  E O F  ( t h e n  M E K C  m u s t  b e  e m p l o y e d ) .  
I f  d y p h y l l i n e  i s  a n a l y s e d ,  s a m p l e s  m u s t  b e  d i s s o l v e d  i n  t h e  b o r a t e  b u f f e r  w i t h  
c o n c e n t r a t i o n  a n d  p H  c l o s e  t o  t h e  r u n  b u f f e r  ( 2 0  m M  b o r a t e  p H  9 . 4 ) .  I t  i s  
a d v i s a b l e  t o  r i n s e  t h e  c a p i l l a r y  w i t h  1  M  H C l ,  1  N  N a O H ,  M e O H ,  d i s t i l l e d  w a t e r  
a n d  r u n  b u f f e r  o n c e  a  d a y  ( b e f o r e  t h e  a n a l y s i s ) .  I f  l o w e r  L O D s  a r e  r e q u i r e d ,  t h e  
i n j e c t i o n  v o l u m e  m a y  b e  i n c r e a s e d .  
T h i s  m e t h o d  i s  a  g o o d  a l t e r n a t i v e  t e c h n i q u e  t o  H P L C  a n d  c o u l d  b e  u s e f u l  
f o r  q u a l i t y  c o n t r o l  i n  p h a r m a c e u t i c a l  a n d  f o o d  i n d u s t r i e s .  T h e  p r o p o s e d  m e t h o d  
h a s  b e e n  s u c c e s s f b l l y  a p p l i e d  f o r  t h e  e s s a y  o f  t h e o b r o m i n e  i n  c h o c o l a t e  s a m p l e s  
a n d  t h e o p h y l l i n e  i n  c o m m e r c i a l  t a b l e t s .  
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C H A P T E R  3  
D E T E R M I N A T I O N  O F  A S S O C I A T I O N  C O N S T A N T S  O F  
I N C L U S I O N  C O M P L E X E S  O @  S T E R O I D  H O R M O N E S  A N D  
C Y C L O D E X T R I N S  
3 . 1  I N T R O D U C T I O N  
T h e r e  i s  c o n s i d e r a b l e  a n a l y t i c a l  i n t e r e s t  i n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  e s t r o g e n s .  
T h i s  i n t e r e s t  i s  d u e  t o  t h e i r  p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n s  i n  t h e  b o d y  a n d  t h e  p o t e n t i a l  
d a n g e r  i n  d i s r u p t i o n  o f  t h e  e n d o c r i n e  s y s t e m .  R e c e n t l y  s t u d i e s  l i n k i n g  e s t r o g e n s  t o  
t h e  f e m i n i s a t i o n  o f  f i s h ,  b r e a s t  a n d  o v a r i a n  c a n c e r  i n  w o m e n  a n d  r e p r o d u c t i v e  h e a l t h  
p r o b l e m s  i n  m e n  h a v e  g e n e r a t e d  M h e r  i n t e r e s t  i n  t h e s e  c h e m i c a l s  [ I ] .  
3 . 1 . 1  E s t r o g e n s  
E s t r o g e n s  b e l o n g  t o  t h e  g r o u p  o f  h o r m o n e s  c a l l e d  s t e r o i d s .  T h e y  a r e  
s y n t h e s i z e d  f r o m  c h o l e s t e r o l .  P r o m i n e n t  i n  t h e i r  s t r u c t u r e  i s  a  s e r i e s  o f  c a r b o n  r i n g s :  
t y p i c a l l y  t h r e e  s i x - m e m b e r e d  r i n g s  c o n j u g a t e d  w i t h  a  f i v e - m e m b e r e d  o n e  [ 2 ] .  
S e v e r a l  c o m p o u n d s  w i t h  a  s t r u c t u r e  s i m i l a r  t o  n a t u r a l  e s t r o g e n s  h a v e  b e e n  
s y n t h e s i s e d  f o r  d i f f e r e n t  p u r p o s e s .  C h e m i c a l  f o r m u l a s  o f  s o m e  n a t u r a l  a n d  s y n t h e t i c  
e s t r o g e n s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  3 . 1 .  
T h e  p K a  v a l u e s  o f  s t e r o i d s  a r e  h i g h  ( T a b l e  3 .  I ) ,  w h c h  m e a n s  t h e y  a r e  m o r e  
l i k e l y  t o  r e m a i n  i n  p r o t o n a t e d  f o r m  e v e n  a t  a l k a l i n e  p H .  T h e y  d i s p l a y  a  p r o p e r t y  o f  
h y d r o p h o b i c  c o m p o u n d s  -  t h e  m a g n i t u d e s  o f  s o l u b i l i t y  a r e  r a t h e r  l o w  ( T a b l e  3 . 1 ) .  
( 2 )  E q u i l i n  
( 3 )  E s t r o n e  
( 7 )  P r o g e s t e r o n e  
F i g u r e  3 . 1 .  S t r u c t u r e s  o f  s t e r o i d s .  
( 6 )  N o r e t h i n d r o n e  
C H ~ H  

3 . 1 . 2  D e t e r m i n a t i o n  o f  e s t r o g e n s  
3 . 1 . 2 . 1  B i o l o g i c a l  a s s a y  
T h e  b i o l o g i c a l  p o t e n c y  o f  e s t r o g e n s  c a n  b e  d e t e r m i n e d  u s i n g  i n  v i v o  o r  i n  
v i t r o  t e s t s .  T h e i r  a c t i v i t y  i s  e x p r e s s e d  r e l a t i v e  t o  t h a t  o f  e s t r a d i o l ,  w h i c h  i s  t h e  m o s t  
c o m m o n  e n d o g e n o u s  e s t r o g e n .  I m r n u n o a s s a y s ,  s u c h  a s  r a d i o i m m u n o a s s a y  [ l o ] ,  
r e c e p t o r  b i n d i n g  a s s a y s  [ I  1 1 ,  D N A  b i n d i n g  a s s a y s  [ l  11 a n d  o t h e r s ,  a r e  v e r y  i m p o r t a n t  
f o r  t h e i r  o n g o i n g  c o n t r i b u t i o n  t o  e s t r o g e n  a n a l y s i s ,  A t  t h e  s a m e  t i m e  t h e y  c o n t r i b u t e  
t o  o u r  u n d e r s t a n d i n g  o f  e s t r o g e n  b i o c h e m i s t r y  a n d  p h y s i o l o g y  [ 1 2 ] .  D e s p i t e  t h e  w i d e  
v a r i e t y  o f  a s s a y s ,  g e n e r a l l y  t h e y  p r o d u c e  v e r y  c o n s i s t e n t  r e s u l t s ,  w h i c h  m e a n  t h a t  i f  a  
c o m p o u n d  i s  e s t r o g e n i c  i n  o n e  a s s a y  i s  e s t r o g e n i c  i n  a l l  o t h e r s  [ 1 3 ] .  A  c h e m i c a l  t h a t  
i s  e s t r o g e n i c  t o  o n e  l i v i n g  s p e c i e s  i s  e s t r o g e n i c  t o  a l l  o t h e r  a n i m a l s  d u e  t o  t h e  
c o n s e r v e d  s t r u c t u r e  o f  e s t r o g e n  r e c e p t o r  b e t w e e n  s p e c i e s .  C u r r e n t l y  0 . 4  m L  o r  m o r e  
o f  p l a s m a  i s  r e q u i r e d  t o  t e s t j u s t  o n e  e s t r o g e n  b y  i m m u n o a s s a y  i n  g e n e r a l  [ 1 2 ] .  O n e  o f  
t h e  l o w e s t  l i m i t s  o f  d e t e c t i o n  0 . 4 8  p g  m ~ - '  w a s  r e p o r t e d  f o r  e s t r a d i o l  b y  n o n -  
e x t r a c t i o n  c h e m i l u m i n e s c e n t  a s s a y  [  1 4 1 .  
3 . 1 . 2 . 2  H P L C  
C o m p o u n d s  o f  p o l a r  a n d  n o n - p o l a r  n a t u r e  c a n  b e  e f f i c i e n t l y  s e p a r a t e d  b y  
H P L C  t h r o u g h  c h a n g e s  i n  s t a t i o n a r y  a n d  m o b i l e  p h a s e s .  T h e  o c t a n o l - w a t e r  p a r t i t i o n  
c o e f f i c i e n t s  o f  e s t r o g e n s  f i o m  T a b l e  3 . 1  s h o w  t h a t  t h e y  a r e  q u i t e  h y d r o p h o b i c .  I n  
g e n e r a l ,  r e v e r s e d - p h a s e  H P L C  c o l u m n s  a r e  u s e d  i n  e s t r o g e n  a n a l y s i s ;  t h e  m o b i l e  
p h a s e  c o n s i s t s  o f  a c e t o n i t r i l e  a n d / o r  m e t h a n o l  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  w a t e r  c o n t a i n i n g  
s o m e  a c i d .  
A l l  e s t r o g e n s  a n d  t h e i r  m e t a b o l i t e s  c o n t a i n  a t  l e a s t  o n e  a r o m a t i c  r i n g  i n  t h e i r  
s t r u c t u r e ,  w h i c h  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e i r  a b i l i t y  t o  a b s o r b  U V  l i g h t .  T h e  U V  d e t e c t i o n  
m e t h o d  i s  w i d e l y  u s e d  i n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  e s t r o g e n s  [ 1 5 - 1 7 1 .  D e t e c t i o n  b a s e d  o n  
f l u o r e s c e n c e  i s  g e n e r a l l y  m o r e  s e n s i t i v e  t h a n  U V  a b s o r p t i o n  [ 1 8 ] .  F o r  e x a m p l e ,  i n  t h e  
m e t h o d  o f  Y o o n  e t  a l .  [ 1 9 ]  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  1 7 P - e s t r a d i o l ,  e t h y n y l  e s t r a d i o l  
a n d  b i s p h e n o l  A  b y  H P L C  w i t h  f l u o r e s c e n c e  d e t e c t i o n ,  t h e  L O D s  f o r  1 7 P - e s t r a d i o l  
a n d  e t h y n y l  e s t r a d i o l  w e r e  1 . 1 5  a n d  0 . 9 6  n M ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  d e t e c t i o n  w a s  
p e r f o r m e d  a t  a n  e x c i t a t i o n  w a v e l e n g t h  o f  2 8 0  n m  a n d  a n  e m i s s i o n  w a v e l e n g t h  o f  3  1 0  
n m .  E l e c t r o c h e m i c a l  d e t e c t i o n  c o m b i n e d  w i t h  t h e  H P L C  s e p a r a t i o n  w a s  a l s o  a b l e  t o  
p r o v i d e  v e r y  s e n s i t i v e  d e t e c t i o n  o f  e s t r o g e n s .  T h i s  t e c h n i q u e  w a s  u s e d  b y  D e v a n e s a n  
e t  a l .  [ 2 0 ]  t o  d e t e c t  1  p m o l e  ( - 3 0 0  p g )  o f  e s t r o g e n  i n  a  s a m p l e ,  w h c h  w a s  1  g  o f  t i s s u e  
o f  h a m s t e r  t r e a t e d  w i t h  4 - h y d r o x y e s t r a d i o l .  L O D s  a n d  L O Q s  f o r  e s t r o g e n s  i n  a  r a n g e  
o f  0 . 1  -  1 0  n g  m ~ - '  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  w h e n  u s i n g  H P L C - E S I - M S - M S  [ 2 6 ,  2 7 1 .  
H o w e v e r ,  l i q u i d - l i q u i d  e x t r a c t i o n  a n d  d e r i v a t i s a t i o n  w i t h  d a n s y l  c h l o r i d e  h a d  t o  b e  
e m p l o y e d  i n  a  s t u d y  o f  Z h a n g  e t  a l .  [ 2 7 ]  i n  o r d e r  t o  b e  a b l e  t o  d e t e c t  1 7 a - e t h y n y l  
e s t r a d i o l  i n  t h e  a q u a t i c  e n v i r o n m e n t .  
T h e  u s e  o f  c h i r a l  s t a t i o n a r y  p h a s e s  c a n  a l t e r  t h e  s e l e c t i v i t y  o f  H P L C .  A  P -  
c y c l o d e x t r i n  w a s  e m p l o y e d  i n  s e v e r a l  a n a l y s e s  a s  a  c h i r a l  s t a t i o n a r y  p h a s e  t o  s e p a r a t e  
s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  e s t r o g e n s ,  n a t u r a l  a n d  s y n t h e t i c  [ 2 1 - 2 3 1 ,  o r  c h i r a l  s e l e c t o r  c a n  b e  
i n c l u d e d  i n  t h e  m o b i l e  p h a s e .  S e v e r a l  a r t i c l e s  b y  Z a r z y c k i  e t  a l .  [ 2 4 , 2 5 ]  a r e  d e d i c a t e d  
t o  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  e f f e c t  o f  P - c y c l o d e x t r i n  a n d  i t s  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  m o b i l e  
p h a s e  f o r  s e p a r a t i o n  o f  6  t o  8  e s t r o g e n s .  T h e  r e t e n t i o n  o f  s t e r o i d s  w a s  s t r o n g l y  
i n f l u e n c e d  b y  t e m p e r a t u r e  w h e n  1 2  m M  o f  P - C D  w a s  a d d e d  t o  t h e  m o b i l e  p h a s e .  
U n l i k e  G C - M C ,  a  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h i c  t e c h n i q u e  d o e s  n o t  r e q u i r e  
c o m p o u n d s  t o  b e  v o l a t i l e  o r  t o  h a v e  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t .  H P L C - M S  h a s  i t s  
d i s a d v a n t a g e s  i n  n o t  b e i n g  a s  s e n s i t i v e  a s  s o m e  b i o l o g i c a l  i m r n u n o a s s a y s  b u t  i t  i s  
a v a i l a b l e  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  a  w i d e  r a n g e  o f  c o m p o u n d s  a n d  n o t  l i m i t e d  b y  t h e  
a v a i l a b i l i t y  o f  s p e c i f i c  a n t i s e r u m  [ 2 8 ] .  
3 . 1 . 2 . 3  G a s  c h r o m a t o g r a p h y  
G C - M S  h a s  a l s o  b e e n  e m p l o y e d  e x t e n s i v e l y  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  s e v e r a l  
e s t r o g e n s  [ 2 8 - 3 2 1 .  T h e  t e c h n i q u e  i s  a d v a n t a g e o u s  i n  t e r m s  o f  g o o d  s e p a r a t i o n  
e f f i c i e n c y  a n d  s e l e c t i v i t y ,  s m a l l  s a m p l e  a n d  r e a g e n t  d e m a n d  a n d  i s  r e a d i l y  c o u p l e d  t o  
m a s s  s p e c t r o m e t r i c  d e t e c t i o n .  T h i s  p r o v i d e s  t h e  s e n s i t i v i t y  r e q u i r e d  f o r  t h e  
q u a n t i f i c a t i o n  o f  e n v i r o n m e n t a l  a n d  b i o l o g i c a l  l e v e l s  o f  e s t r o g e n s  i n  r e a l  s a m p l e s .  
T h e y  a r e  o f t e n  p r e s e n t  i n  n g  L - '  t o  p g  L - '  r a n g e .  E s t r o g e n s  a r e  n o t  v o l a t i l e ,  t h e r e f o r e  
G C - M S  a n a l y s e s  a r e  u s u a l l y  c a r r i e d  o u t  a f t e r  d e r i v a t i s a t i o n  o f  a n a l y t e s ,  w h i c h  m e a n s  
l o n g e r  p r e p a r a t i o n  t i m e  a n d  i n c r e a s e d  r i s k  o f  e r r o r .  
H e r n a n d o  e t  a l .  [ 2 9 ]  o p t i r n i s e d  a n d  c o m p a r e d  t w o  G C  m e t h o d s  -  G C - M S  a n d  
G C - M S - M S  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  f i v e  E D C s  i n  w a s t e w a t e r s  ( w i t h  e s t r o n e ,  1 7 P - e s t r a d i o l  
a n d  e t h y n y l  e s t r a d i o l  a m o n g  t h e m ) .  F o r  t h e  G C - M S  m e t h o d ,  c o m p o u n d s  w e r e  
d e r i v a t i s e d  w i t h  N , O - b i s ( t r i m e t h y l s i l y l ) t r i f l u o r a c e t a m i d e .  B o t h  m e t h o d s  i n c l u d e d  
s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  a l l o w i n g  a n  e n r i c h m e n t  f a c t o r  f o r  w a s t e w a t e r  s a m p l e s  o f  1 0 0 -  
f o l d .  V a l i d a t i o n  s t u d i e s  o b t a i n e d  c o m p a r a b l e  r e s u l t s  i n  b o t h  c a s e s .  L O D s  f o r  G C - M S  
a n d  G C - M S - M S  w e r e  8 . 5  a n d  7 . 5  n g  L - '  ( e s t r o n e ) ,  1 7 . 0  a n d  2 7 . 5  n g  L - l  ( 1 7 P -  
e s t r a d i o l )  a n d  4 . 0  a n d  1 7 . 5  n g  L - '  ( e t h y n y l  e s t r a d i o l ) ,  r e s p e c t i v e l y .  
A  c o m b i n a t i o n  o f  d i f f e r e n t  t e c h n i q u e s  p r o d u c e d  p r o m i s i n g  r e s u l t s  i n  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  s t e r o i d s .  R .  G i b s o n  e t  a l .  [ 1 6 ]  h a v e  d e v e l o p e d  a n  a n a l y t i c a l  m e t h o d  
t o  d e t e c t  e s t r o g e n i c  c o m p o u n d s  i n  f i s h  b i l e .  E s t r o g e n i c  m e t a b o l i t e s  i n  b i l e  w e r e  
d e c o n j u g a t e d  u s i n g  e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  a n d  c o n c e n t r a t e d  b y  S P E  p r i o r  t o  
f r a c t i o n a t i o n  b y  r e v e r s e d - p h a s e  H P L C .  T h e  e s t r o g e n i c  p o t e n c y  o f  a c t i v e  H P L C  
f r a c t i o n s  w a s  d e t e c t e d  b y  y e a s t  e s t r o g e n  r e c e p t o r  t r a n s c r i p t i o n  s c r e e n  a n d  a n a l y s e d  b y  
G C - M S  a f t e r  t r i m e t h y l s i l y l a t i o n .  T h e  w h o l e  m e t h o d  r e c o v e r y  w a s  r e p o r t e d  t o  b e  
8  1 * 7 %  ( n = 7 ) .  
3 . 1 . 2 . 4  C a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  
T a b l e  3 . 1  c o n t a i n s  p K a  v a l u e s  o f  s e v e r d  e s t r o g e n s .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e y  a r e  
q u i t e  h i g h ,  r a n g i n g  f i o m  1 0 . 1 0  t o  1 0 . 9 1  a n d  t h e  d i f f e r e n c e  i n  p K a  b e t w e e n  e a c h  
a n a l y t e  i s  n o t  v e r y  s i g n i f i c a n t ,  w h i c h  m e a n s  t h a t  t h e  m e c h a n i s m  o f  C Z E  m o d e  c a n n o t  
b e  u s e d  f o r  t h e i r  s e p a r a t i o n .  T h e  a d d i t i o n  o f  a n  o r g a n i c  s o l v e n t  l i k e  m e t h a n o l  c a n  
i m p r o v e  t h e  s i t u a t i o n  s o m e w h a t ,  a s  s t u d i e d  b y  P o t t e r  e t  a l .  [ 3 3 ] .  
I n  1 9 9 5  C h a n  e t  a l .  [ 3 4 ]  s h o w e d  s u c c e s s f i l l y  d e v e l o p e d  M E K C  m e t h o d  f o r  
t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  1 0  e s t r o g e n s .  A  1 0  m M  b o r a t e  b u f f e r  w i t h  p H  9 . 2  c c n t a i n i n g  1 0 0  
m M  s o d i u m  c h o l a t e  a c h i e v e d  t h e  s e p a r a t i o n  o f  9  o f  1 0  e s t r o g e n s  ( 4 - h y d r o x y e s t r a d i o l  
a n d  4 - h y d r o x y e s t r o n e  c o e l u t e d )  i n  1 2  m i n .  U V  d e t e c t i o n  w a s  a t  2 0 0  n m .  T h e  a d d i t i o n  
o f  2 0 %  m e t h a n o l  t o  1 0  m M  p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  7 . 0  c o n t a i n i n g  5 0  m M  S D S  a l l o w e d  
t h e  s e p a r a t i o n  o f  a l l  1 0  c o m p o u n d s  i n  2 4  m i n .  M a n y  o f  t h e  e s t r o g e n s  h a v e  v e r y  
s i m i l a r  s t r u c t u r e s  a n d  s o m e  o f  t h e m  a r e  o p t i c a l  i s o m e r s ,  t h e r e f o r e  t h e  a d d i t i o n  o f  
c y c l o d e x t i i n  i s  h e l p h l  i n  t h a t  t y p e  o f  s e p a r a t i o n .  I n  t h e  s a m e  w o r k  C h a n  e t  a l .  [ 3 4 ]  
s h o w e d  t h a t  y - C D  i s  b e t t e r  t h a n  P - C D  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  1 0  p a r t i c u l a r  e s t r o g e n s  a n d  
a l l o w s  c o m p l e t e  s e p a r a t i o n  i n  l e s s  t h a n  1 0  m i n .  A l t h o u g b  t h e  s e p a r a t i o n  o f  a l l  
a n a l y t e s  w a s  a c h i e v e d ,  t h e  r e a s o n  f o r  c h o o s i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  y - C D  t o  b e  2 0  
m M  w a s  n o t  e x p l o r e d ,  n o r  w a s  t h e  c h a n g e  i n  t h e  m i g r a t i o n  o r d e r  o f  a n a l y t e s  w i t h  P -  
a n d  y - C D .  
J i  e t  a l .  [ 3 5 ]  p u b l i s h e d  a  m e t h o d  f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  u r i n a r y  e s t r o g e n s  
( e s t r o n e ,  e s t r i o l  a n d  e s t r a d i o l  w i t h  i n t e r n a l  s t a n d a r d  d - e q u i l e n i n )  b y  M E K C .  I n  t h i s  
s t u d y  a  c h o l a t e  w a s  c h o s e n  a s  t h e  s u r f a c t a n t  a g e n t  a n d  t h e  b u f f e r  w a s  a  m i x t u r e  o f  5  
m M  b o r a t e  a n d  5  m M  p h o s p h a t e  a t  p H  8 . 7 .  W i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  2 0 %  M e O H  t o  t h e  
r u n  b u f f e r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  a l l  a n a l y t e s  w a s  a c h i e v e d  i n  7  m i n .  
S e v e r a l  r e c e n t  p u b l i c a t i o n s  [ 3 6 - 3 8 1  s h o w e d  t h e  a d v a n t a g e s  o f  C D s  i n  t h e  r u n  
b u f f e r  w h e n  a n a l y s i n g  s t e r o i d  h o r m o n e s .  W o r k  c a r r i e d  o u t  b y  P o o l e  [ 3 6 ]  s t u d i e d  
s e p a r a t i o n  o f  1 0  s t e r o i d s  w i t h  a - C D ,  P - C D  a n d  y - C D  i n  t h e  r u n  b u f f e r .  T h e  a d d i t i o n  
o f  2 0  m M  a - C D  t o  t h e  2 0  r n M  s o d i u m  b o r a t e  -  s o d i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  ( p H  8 )  
c o n t a i n i n g  5 0  m M  S D S  d i d  n o t  i m p r o v e  r e s o l u t i o n  o f  a n y  1 0  a n a l y t e s .  W h i l e  2 0  m M  
P - C D  i n  t h e  r u n  b u f f e r  s e p a r a t e d  9  p e a k s  o u t  o f  1 0  a l m o s t  t o  b a s e l i n e  r e s o l u t i o n .  
W h e n  2 0  m M  y - C D  w a s  u s e d  i n  p l a c e  o f  P - C D  s i g n i f i c a n t  c h a n g e s  i n  t h e  m i g r a t i o n  
o r d e r  o f  a n a l y t e s  w e r e  o b s e r v e d  a n d  b a s e l i n e  r e s o l u t i o n  o f  a l l  t e n  e s t r o g e n s  w a s  
o b t a i n e d .  I t  i s  d i f f i c u l t  t o  j u d g e  t h e  m i g r a t i o n  t i m e s  o f  p e a k s  f i - o m  t h e  f i g u r e  i n  t h e  
p a p e r  b u t  m o s t  o f  t h e  c o m p o u n d s  h a d  s h o r t e r  m i g r a t i o n  t i m e s  w i t h  y - C D ,  w h i l e  1 7 a -  
d i h y d r o e q u i l i n  a n d  e q u i l i n  h a d  l o n g e r  m i g r a t i o n  t i m e .  
M u n r o  a n d  c o l l e a g u e s  [ 3  71 i n v e s t i g a t e d  t h e  e n h a n c e m e n t  i n  s e n s i t i v i t y  o f  C E  
f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  1 7 P - e s t r a d i o l ,  e s t r o n e  a n d  e s t r i o l  w h e n  c h a r g e d  c y c l o d e x t r i n -  
m e d i a t e d  s a m p l e  s t a c k i n g  w a s  e m p l o y e d .  T h e  s u l f a t e d  P - C D  w a s  r e p o r t e d  t o  a l l o w  
e x t r e m e l y  l o n g  i n j e c t i o n s  ( u p  t o  3 6 %  o f  t h e  c a p i l l a r y )  w h i l e  s t i l l  p r o v i d i n g  b a s e l i n e  
r e s o l u t i o n  o f  t h e  a n a l y t e s  ( 1 7  P - e s t r a d i o l ,  e s t r o n e ,  e s t r i o l ) .  T h e  i m p r o v e m e n t  i n  
s e n s i t i v i t y  a l l o w s  U V  d e t e c t i o n  ( 2 0 0  n r n )  o f  e s t r o g e n s  i n  t h e  p a r t - p e r - b i l l i o n  r a n g e .  
D i f f e r e n t  d e r i v a t i v e s  o f  c y c l o d e x t r i n  p r o v e d  t o  b e  u s e f u l  i n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  
e s t r o g e n s .  D e n g  e t  a l .  [ 3 9 ]  s h o w e d  t h a t  t h e  a d d i t i o n  o f  a n i o n i c  s u l f o b u t y l  e t h e r  P -  
c y c l o d e x t r i n  h a s  a d v a n t a g e s  o v e r  t h e  n e u t r a l  C D  i n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  f i v e  e s t r o g e n s  
a n d  t w o  s t e r e o i s o m e r s .  S p e c i f i c a l l y ,  t h e  a m o u n t  o f  S B E - P - C D  r e q u i r e d  w a s  m a r k e d l y  
l e s s  t h a n  t h e  n e u t r a l  C D .  A  6 - d i m e t h y l -  P - C D  w a s  e m p l o y e d  i n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  
l e v o n o r g e s t e r ,  p r o g e s t e r o n e ,  t e s t o s t e r o n e  a n d  e s t r a d i o l  b y  M E K C  [ 3 8 ] .  C h a n g e s  i n  
t h e  m i g r a t i o n  o r d e r  w e r e  r e p o r t e d  t o  h a v e  a  c o m p l i c a t e d  e f f e c t .  
H a r i n o  e t  a l .  [ 4 0 ]  r e p o r t e d  L O D  o f  0 . 1 6 - 0 . 3 0  n M  f o r  e s t r o g e n  i n  t h e  s a m p l e  o f  
w a t e r  t h a t  w e r e  a c h i e v e d  d u e  t o  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  S P E  t r e a t m e n t  a n d  s w e e p i n g  w i t h  
t h e  M E K C  s e p a r a t i o n  m e t h o d .  K a t a y a m a  e t  a l .  [ 4 1 ]  r e p o r t e d  s i m u l t a n e o u s  
d e t e r m i n a t i o n  o f  a  l a r g e  n u m b e r  o f  c o m p o u n d s  ( 1 6  e s t r o g e n s ,  
d e h y d r o e p i a n d m s t e m n e  a n d  t h e i r  g l u c u r o n i d e  a n d  s u l p h a t e  c o n j u g a t e s )  b y  M E K C  
w i t h n  1 4  m i n .  A  n u m b e r  o f  a r t i c l e s  [ 4 2 - 4 4 1  s h o w e d  t h e  s e p a r a t i o n  o f  e s t r o g e n s  a l o n g  
w i t h  o t h e r  e n d o c r i n e  d i s r u p t i n g  c o m p o u n d s  ( E D C s ) .  I n  [ 4 4 ]  a s  m a n y  a s  1 9  e n d o c r i n e  
E D C s  o f  e s t r o g e n i c  a n d  a l k y l p h e n o l i c  n a t u r e  w e r e  s e p a r a t e d  b y  M E K C  i n  a  s i n g l e  
r u n .  
3 . 1 . 3  T h e  r o l e  o f  c y c l o d e x t r i n s  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  e s t r o g e n s  
T h e  o v e r v i e w  o f  t h e  e x i s t i n g  m e t h o d s  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  s t e r o i d  
h o r m o n e s  r e v e a l s  t h a t  t h e  e m p l o y m e n t  o f  c y c l o d e x t r i n s  i n  c h r o m a t o g r a p h i c  [ 2 1 - 2 5 1  
a n d ,  e s p e c i a l l y ,  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e t i c  m e t h o d s  [ 3 4 ,  3 6 - 3 9 ]  h a s  t h e  a d v a n t a g e s  o f  
e n h a n c e d  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  s e p a r a t i o n s .  T h e  a s s o c i a t i o n  o f  s t e r o i d  h o r m o n e s  w i t h  
c e r t a i n  t y p e s  o f  c y c l o d e x t r i n  w a s  s t u d i e d  b y  S a d l e j - S o s n o w s k a  [ 4 5 ,  4 6 1  u s i n g  H P L C  
a n d  t h e  b i n d i n g  c o n s t a n t s  o f  a n a l y t e - c y c l o d e x t r i n  e q u i l i b r i u m  w e r e  d e t e r m i n e d .  
S e v e r a l  p a p e r s  [ 4 7 - 4 9 1  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  d i f f e r e n t  t e c h n i q u e s  f o r  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  g i v e  r a t h e r  d i f f e r e n t  r e s u l t s ,  w h i c h  i s  l i k e l y  t o  
b e  d u e  t o  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  r e q u i r e d  b y  e a c h  i n d i v i d u a l  
t e c h n i q u e .  
3 . 1 . 4  T h e o r y  o f  C E  s e p a r a t i o n  w i t h  c y c l o d e x t r i n  
T h e  m e c h a n i s m  o f  t h e  s e p a r a t i o n  i n  c y c l o d e x t r i n  m o d i f i e d  c a p i l l a r y  
e l e c t r o p h o r e s i s  i s  r e v i s e d  i n  d e t a i l  i n  C h a p t e r  1 . 4 . 3 .  C y c l o d e x t r i n s  a r e  t r u n c a t e d  c o n e -  
s h a p e d  m o l e c u l e s  w i t h  a  h o l l o w ,  t a p e r e d  c a v i t y ,  w h i c h  p o s s e s  a  h y d r o p h o b i c  
p r o p e r t y .  I t  i s  k n o w n  t h a t  v a r i o u s  o r g a n i c  m o l e c u l e s  f o r m  i n c l u s i o n  c o m p l e x e s  w i t h  
c y c l o d e x t r i n  [ 5 0 ] .  F u n d a m e n t a l  k n o w l e d g e  o f  e q u i l i b r i u m  a n d  t h e  
a s s o c i a t i o n  
c o n s t a n t s  o f  a n a l y s e d  c o m p o u n d s  a n d  l i g a n d  i n  t h e  s y s t e m  i s  a  p o w e r f b l  f a c t o r  i n  t h e  
u n d e r s t a n d i n g  o f  t h a t  s y s t e m  a n d  i n  d i s c o v e r i n g  w a y s  t o  e v a l u a t e  i t .  
T h e  a s s o c i a t i o n  o f  c y c l o d e x t r i n  C  a n d  a n a l y t e  m o l e c u l e s  A ,  a n d  t h e  
d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  f o r m e d  c o m p l e x  A C  a r e  c o n t r o l l e d  b y  e q u i l i b r i u m  f o r  a  1  : I  
c o m p l e x a t i o n  s c h e m e  [ 5  1 1 :  
A + C = A C  E q u a t i o n  3 . 1  
w h e r e  A ,  C  a n d  A C  a r e  t h e  f r e e  a n a l y t e ,  c y c l o d e x t r i n  a n d  t h e  c o m p l e x  r e s p e c t i v e l y .  
T h e  e f f e c t i v e  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  ( b )  o f  a n a l y t e  r e p r e s e n t s  t h e  s u m m a r y  
o f  t h e  c o m p l e x e d  ( p , )  a n d  f r e e  ( p f )  s o l u t e  [ 5 2 ] :  
P ,  =  X f P f  + % I %  
E q u a t i o n  3 . 2  
w h e r e  X f  i s  t h e  m o l a r  f r a c t i o n  o f  f r e e  a n a l y t e  a n d  X ,  i s  t h e  t h e  m o l a r  f r a c t i o n  o f  
c o m p l e x e d  a n a l y t e .  R e p r e s e n t i n g  t h e  m o l a r  f r a c t i o n  t h r o u g h  t h e  e q u i l i b r i u m  
c o n c e n t r a t i o n  t h e  f i l l o w i n g  i s  o b t a i n e d :  
[ A 1  LAC1 
"  '  [ A ]  +  [ A C ]  ' +  [ A ]  +  [ A C ]  
T h e  e x p r e s s i o n  o f  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  f o r  t h e  c o n s i d e r e d  c a s e :  
E q u a t i o n  3 . 3  
E q u a t i o n  3 . 4  
C o m b i n e d  w i t h  e q u a t i o n  3 . 3  t h e  m o b i l i t y  o f  a n a l y t e  a t  a n y  g i v e n  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  
l i g a n d  e q u a l s  [ 5 2 ] :  
E q u a t i o n  3 . 5  
T h e  m o d e l  o f  t h a t  c o m p l e x a t i o n  w a s  r e v i e w e d  b y  S z e j t l i  [ 5  1 1 .  
T h i s  e x p r e s s i o n  c a n  b e  r e a r r a n g e d  i n  o r d e r  t o  l i n e a r i s e  i t  i n  a  s e v e r a l  w a y s  
[ 5 2 ] :  
1 
- 
1 1 
-+ 1 Equation 3,6 
~ P , - P J  - 1  I ~ c - v f )  
The data can be transformed into a double reciprocal plot of I/(hk - 11~) versus 
1 /[C]. 
From this plot the appmt binding constant K-interceptlslop. 
LC1 - 1 LC1 -t- 
1 Equation 3.7 
(P. - ~ t l -  (PC -P,) (11, - Pr IK 
This equation leads to Y-reciprocal plot of [C]/(bb - pf) versus [C]. From there 
K=slope/inte~ept. 
Ccl : 
Equation 3.8 
This leads to the X-~*eciprocal p ot of (b - pr)l[C] versus {lt- pf), where K = 
-slope. 
3 . 1 . 5  A i m  o f  t h i s  w o r k  
T o  t h e  a u t h o r s ~ k n o w l e d g e  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  f o r  s t e r o i d s  a n d  
c y c l o d e x t t i n s  h a v e  n o t  p r e v i o u s l y  b e e n  d e t e r m i n e d  f r o m  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  
s e p a r a t i o n  d a t a ,  T h e  a i m  o f  t h i s  w o r k  w a s  t o  f i l l  t h i s  g a p ,  a s  t h i s  d a t a  h a s  a  h i &  
i m p o r t a n c e  i n  t h e  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  b e h a v i o r  o f  a n a l y t e s  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  c y c l o d e x t r i r r ;  i n  t h e  r u n  b u f f e r .  T h e  o b j e c t i v e s  i n v o l v e d  t h e  e x a m i n a t i o n  
o f  t h e  m e c h a n i s m  o f  i n d u s i o n  o f  c y c l o d e x t r i m  a n d  s t e r o i d s .  D i f f e r e n t  t y p e s  o f  
n a t u r a l  C D s  a n d  t h e i r  d e r i v a t i v e s  w e r e  i n v e s t i g a t e d  i n  t h a t  r e g a d .  T h i s  w o r k  a l s o  
d e m o n s t r a t e d  t h e  p d e n t i a l  o f  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  a s  a  f b n d a r n e n t a l  r e s e a ~ c h  t o o l ,  
3 . 2  E X P E R I M E N T A L  
3 . 2 . 1  E q u i p m e n t  
C E  s e p a r a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  u s i n g  t h e  s y s t e m  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  2 .  
T h e  f u s e d  s i l i c a  c a p i l l a r i e s  ( C o m p o s i t e  M e t a l  S e r v i c e s  l t d . ,  T h e  C h a s e ,  H a l l o w ,  
W o r c s .  W R 2  6 L D ,  U K )  w e r e  5 4  c m  i n  l e n g t h  ( 4 6  c m  t o  t h e  d e t e c t o r )  w i t h  a n  
i n t e r n a l  d i a m e t e r  5 0  p m .  
3 . 2 . 2  R e a g e n t s  
A l l  a n a l y t e  c o m p o u n d s  i n v e s t i g a t e d  i n  t h e  s e p a r a t i o n s  h a d  p u r i t y  o f  9 9 %  
a n d  w e r e  u s e d  w i t h o u t  f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n .  E s t r i o l ,  e s t r o n e ,  1 7 P - e s t r a d i o l ,  
e t h i n y l e s t r a d i o l ,  e q u i l i n ,  n o r e t h i n d r o n e ,  m e s t r a n o l ,  p r o g e s t e r o n e ,  a - c y c l o d e x t r i n ,  
2 H P - a - C D ,  P - c y c l o d e x t r i n ,  y - c y c l o d e x t r i n ,  2 H P - P - C D  ( d e g r e e  o f  s u b s t i t u t i o n  -  4 -  
l o ) ,  2 H P - y - C D  ( m o l e c u l a r  s u b s t i t u t i o n  -  0 . 6 ) ,  s o d i u m  p h o s p h a t e  ( d i b a s i c ) ,  H C l ,  
N a O H ,  m e t h a n o l  ( H P L C  g r a d e ) ,  S D S  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a - A l d r i c h ,  
D u b l i n ,  I r e l a n d .  B u f f e r s  w e r e  p r e p a r e d  u s i n g  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  a d j u s t e d  t o  t h e  
d e s i r e d  p H  u s i n g  1  M  a n d  0 . 1  M  N a O H .  
3 . 2 . 3  S t a n d a r d s  
S t o c k  s o l u t i o n s  o f  e s t r i o l ,  e s t r o n e ,  e t h i n y l e s t r a d i o l ,  1 7 P - e s t r a d i o l ,  e q u i l i n ,  
n o r e t h i n d r o n e ,  m e s t r a n o l  a n d  p r o g e s t e r o n e  w e r e  p r e p a r e d  i n  m e t h a n o l  o f  
c o n c e n t r a t i o n  1  m M .  S t o c k  s o l u t i o n s  w e r e  s t o r e d  i n  d a r k n e s s  a n d  e v a p o r a t i o n  o f  
m e t h a n o l  f i o m  t h e  f l a s k s  w a s  p r e v e n t e d .  
3 . 2 . 4  S e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  
T h e  e l e c t r o p h o r e t i c  b u f f e r  w a s  o p t i m i s e d  i n  a d v a n c e  a n d  c o n s i s t e d  o f  2 0  
m M  b o r a t e  p H  1 1  - 5  a n d  I 0  m M  S D S ,  P - C D ,  y - C D ,  2 H P - P - C D ,  2 H P - y - C D  w e r e  
a d d e d  t o  t h e  b u f f e r  s e p a r a t e l y  i n  a  r a n g e  o f  f i v e  c o n c e n t r a t i o n s  f r o m  1  m M  t o  1  0  
m M .  S e p a r a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  3 0  k V  e l e c t r o p h o r e t i c  v o l t a g e  a n d  a t  a  
t e m p e r a t u r e  o f  2 0 ' ~ .  I n j e c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  h y d r o d y n a m i c a l l y  a t  5 0  m b a r  f o r  
2  s e c .  U V  d e t e c t i o n  w a s  a t  2 1  4  n m  a n d  2 5 4  n m .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  e a c h  a n a l y t e  
i n  a  m i x t u r e  w a s  0 . 1 2 5  r n M  i n  m e t h a n o l .  C o n d i t i o n i n g  o f  t h e  C E  c a p i l l a r y  
b e t w e e n  r u n s  w a s  p e r f o r m e d  w i t h  0 . 1  M  N a O H  f o r  2  m i n  a n d  n m  b u f f e r  f o r  2  
m i n .  A l l  s e p a r a t i o n s  w e r e  r e p e a t e d  a t  l e a s t  t h r e e  t i m e s .  
3 . 3  R E S U L T S  A N D  D I S C U S S I O N  
3 . 3 . 1  I n i t i a l  c o n d i t i o n s  
T h e  t h e o r y  o f  t h e  f o r m a t i o n  o f  i n c l u s i o n  c o m p l e x e s  w a s  r e p o r t e d  t o  b e  v a l i d  
o n l y  f o r  c a s e s  o f  1  :  1  s t o i c h i o m e t r y  [ 5  1 1 .  A  n u m b e r  o f  s t e r o i d  h o r m o n e s ,  i n c l u d i n g  
f o u r  o f  t h e  t a r g e t  a n a l y t e s  i n  t h i s  w o r k  ( e s t r i o l ,  1 7 a - e s t r a d i o l ,  e s t r o n e  a n d  
e t h i n y l e s t r a d i o l ) ,  h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d  b y  N .  S a d l e j - S o s n o w s k a  [ 4 5 ,  4 6 1 .  T h e  
c o n c l u s i o n  w a s  t h a t  1  :  1  s t o i c h i o m e t r y  a p p l i e s  t o  t h e  c o m p l e x e s  o f  s t u d i e d  s t e r o i d s  
w i t h  P - C D  a n d  y - C D .  D u e  t o  t h e  h i g h  s t r u c t u r a l  s i m i l a r i t y  o f  s t e r o i d s  i t  w a s  a s s u m e d  
i n  t h i s  p a p e r  t h a t  i n c l u s i o n  o f  e q u i l i n ,  m e s t r a n o l ,  n o r e t h i n d r o n e  a n d  p r o g e s t e r o n e  
f o l l o w s  t h e  s a m e  p a t t e r n .  
T h r o u g h o u t  t h e  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s ,  t h e  r u n  b u f f e r  c o m p o s i t i o n  w a s  h e l d  
c o n s t a n t  ( e x c e p t  f o r  c y c l o d e x t r i n  t y p e  a n d  c o n c e n t r a t i o n  w h i c h  w e r e  v a r i e d ) .  T h u s  t h e  
a n a l y t e s  w e r e  i n v o l v e d  i n  t w o  e q u i l i b r i a :  t h e  a n a l y t e - m i c e l l e  a n d  a n a l y t e -  
c y c l o d e x t r i n .  T h e  p r e s e n c e  o f  s u r f a c t a n t  ( S D S )  a n d  o p e r a t i n g  p H  o f  1 1 . 5  r e q u i r e s  
e x p l a n a t i o n .  C o m p o u n d s  1 - 5  ( a s  i n  F i g u r e  3 . 1 )  w e r e  i n  t h e i r  d e p r o t o n a t e d  f o r m  a t  t h i s  
p H  b e c a u s e  t h e i r  p K a  v a l u e  l i e s  b e t w e e n  1 0 . 2 6  a n d  1 0 . 7 1  [ 3 ,  5 1 .  T h e  s t r u c t u r e s  o f  
m e s t r a n o l ,  n o r e t h i n d r o n e  a n d  p r o g e s t e r o n e  p o i n t e d  t o  e v e n  h i g h e r  p K a  v a l u e s  
( p K a - 1 3 . 1  f o r  m e s t r a n o l  [ 5 3 ] )  a n d  t h u s  t h e y  w e r e  n e u t r a l  a t  t h e  c o n d i t i o n s  o f  
s e p a r a t i o n .  S u c h  c l o s e  p K a  m a g n i t u d e s  a n d  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  s t e r o i d s  d i d  n o t  
a l l o w  t h e i r  s e p a r a t i o n  i n  a  s i m p l e  m o d e  o f  c a p i l l a r y  z o n e  e l e c t r o p h o r e s i s .  A l l  t a r g e t  
a n a l y t e s  w e r e  q u i t e  h y d r o p h o b i c .  T h e  c a l c u l a t e d  l o & ,  v a l u e s  a r e  2 . 8 1 ,  3 . 2 2 ,  3 . 4 3 ,  
3 . 9 4 ,  4 . 1 2 ,  4 . 6 8 ,  2 . 9 9  a n d  3 . 6 7 ,  f o r  e s t r i o l ,  e q u i l i n ,  e s t r o n e ,  1 7 P - e s t r a d i o l ,  
e t h i n y l e s t r a d i o l ,  m e s t r a n o l ,  n o r e t h i n d r o n e ,  a n d  p r o g e s t e r o n e  r e s p e c t i v e l y  [ 5 4 ] .  T h e  
l a t t e r  p r o v o k e d  t h e i r  i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  r n i c e l l e s  i n  t h e  r u n  b u f f e r  a s  w e l l  a s  
c y c l o d e x t r i n s  w h e n  a d d e d .  T h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  m o l e c u l e s  o f  s u r f a c t a n t  a n d  
c y c l o d e x t r i n s  a l s o  t a k e s  p l a c e .  I n  t h e  w o r k  o f  L i n  e t  a l .  [ 5 5 ]  i t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  
c o m p l e x e s  f o r m e d  b e t w e e n  P - C D  a n d  S D S  m o n o m e r s  e x i s t  p r e d o m i n a n t l y  i n  t h e  
f o r m  o f  a  1 : l  s t o i c h i o m e t r y .  T h e  v a r i a t i o n s  o f  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  o f  p r o b e  
m o l e c u l e s  a s  a  f u n c t i o n  o f  s u r f a c t a n t  c o n c e n t r a t i o n  s u g g e s t e d  t h a t  a s  a  c o n s e q u e n c e  
o f  a  s t r o n g  i n c l u s i o n  c o m p l e x a t i o n  b e t w e e n  P - C D  a n d  S D S ,  t h e  e n c a p s u l a t i o n  o f  P -  
C D  w i t h  p r o b e  m o l e c u l e s  i s  g r e a t l y  d i m i n i s h e d .  E v e n  t h o u g h  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  
c y c l o d e x t r i n s  a n d  a n a l y t e s  w a s  t o  a  l e s s  d e g r e e  d u e  t o  t h e  s u r f a c t a n t ,  t h e  p r e s e n c e  o f  
t h e  m i c e l l e s  i n  t h e  r u n  b u f f e r  w a s  n e c e s s a r y  i n  o r d e r  t o  o b s e r v e  t h e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  
m o b i l i t y  o f  a n a l y t e s  w h i l e  a d d i n g  n e u t r a l  c y c l o d e x t r i n s .  
T h e  t o p  e l e c t r o p h e r o g r a m  i n  F i g u r e  3 . 2 ( A )  r e p r e s e n t e d  t h e  s e p a r a t i o n  o f  t a r @  
e s t r o g e n s  a t  p r i m a r y  c o n d i t i o n s ,  e . g .  w i t h o u t  c y c l o d e x t r i n .  I t  c o u l d  b e  s e e n  t h a t  
a n a l y t e s  r e a c h e d  t h e  d e t e c t i o n  w i n d o w  a R a  t h e  e l e c t r o  o s m o t i c  f l o w ;  a s s o c i a t i o n  
w i t h  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  m i c e l l e s  w a s  t h e  r e a s o n  f o r  t h e i r  m i g r a t i o n  t o w a r d s  t h e  
a n o d e ,  w h i c h  w a s  a g a i n s t  t h e  E O F  i n  t h i s  s e p a r a t i o n  m o d e .  
A c c o r d i n g  t o  R e k h a r s k y  a n d  I n o u e  [ 5 0 ]  a n y  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  f r e e  a n a l y t e ' s  
i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  b u f f e r  p r i o r  t o  i n c l u s i o n  c o m p l e x a t i o n  d i d  n o t  c o n t r i b u t e  
m e a s u r a b l y  t o  t h e  c o m p l e x a t i o n  t h e r m o d y n a m i c s .  S i n c e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  S D S  
w a s  h e l d  c o n s t a n t  a t  e v e r y  s e p a r a t i o n ,  t h e  t r u e  e f f e c t  o f  c y c l o d e x t r i n  w a s  s e e n  w h i l e  
a d d i n g  i t  a t  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s .  T h e  s e p a r a t i o n  w i t h  1  r n M  o f  e a c h  c y c l o d e x t r i n  
i s  s h o w n  i n  F i g u r e  3 . 2  ( B - E ) .  T h e  c h a n g e  i n  m i g r a t i o n  t i m e  o f  a n a l y t e s  c l e a r l y  
d e m o n s t r a t e d  t h e  o c c u r r e n c e  o f  a n a l y t e - c y c l o d e x t r i n  i n t e r a c t i o n .  T h e  m o b i l i t y  
c h a n g e s  w e r e  m o r e  s i g n i f i c a n t  i n  t h e  c a s e  o f  y - C D  a n d  2 H P - y - C D  t h a n  t h o s e  o f  P - C D  
a n d  2 H P - P - C D .  A n a l y t e  m o b i l i t y  w a s  i n c r e a s e d  d u e  t o  t h e  i n t e r a c t i o n  w i t h  n e u t r a l  
c y c l o d e x t r i n s .  A t t r a c t i o n  t o  t h e  a n c d e  w a s  l o w e r .  
M i g r a t i o n  t i m e ,  r n i n  
F i g u r e  3 . 2 :  E l e c t r o p h e r o g r a m  o f  s e p a r a t i o n  o f  8  s t e r o i d  h o r m o n e s .  S e p a r a t i o n  
c o n d i t i o n s :  2 0  m M  p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  1 1 . 5  a n d  1 0  m M  S D S ,  A  -  n o  C D  a d d e d ,  
B  -  1  m M  P - C D ,  C  -  1  m M  2 H P - P - C D ,  D  -  1  m M  y - C D ,  E  -  1  m M  2 H P - y - C D ;  
s e p a r a t i o n  v o l t a g e  3 0  k V ;  c a p i l l a r y  5 4  c m  ( 4 6  c m  i s  e f f e c t i v e  l e n g t h ) ,  5 0  p m  i . d . ;  
2 0 0 C ;  h y d r o d y n a m i c  i n j e c t i o n  2  s e c o n d s ;  U V  d e t e c t i o n  2 1 4  n m .  C o n c e n t r a t i o n  
o f  e a c h  a n a l y t e  i s  0 . 1 2 5  m M  i n  m e t h a n o l .  P e a k  i d e n t i f i c a t i o n  1  -  e s t r i o l ,  2  -  
e q u i l i n ,  3  -  e s t r o n e ,  4  -  1 7 g e s t r a d i o 1 ,  5  -  e t h i n y l e s t r a d i o l ,  6  -  n o r e t h i n d r o n e ,  7  -  
p r o g e s t e r o n e ,  8  -  m e s t r a n o l .  
A s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  m o b i l i t y  v a l u e s  o f  e s t r o g e n s ,  
w h i c h  w e r e  d e t e r m i n e d  a t  1  m M ,  3  m M ,  5  m M ,  7  m M  a n d  1 0  m M  o f  e a c h  
c y c l o d e x t r i n  i n  t h e  r u n  b u f f e r .  T h e  e f f e c t  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c y c l o d e x t r i n s  i n  t h e  
s e p a r a t i o n  b u f f e r  o n  t h e  m o b i l i t y  o f  a n a l y t e s  i s  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  3 . 3  -  3 . 7 .  T h e  
c a l c u l a t e d  v a l u e s  o f  t h e  c o n s t a n t s  d e t e r m i n e d  b y  t h r e e  l i n e a r i s a t i o n  m e t h o d s  a r e  g i v e n  
i n  T a b l e s  3 . 2  -  3 . 5  a l o n g  w i t h  R 2  o f  e a c h  p l o t  a n d  % R S D .  T h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  
f o r  a  s i n g l e  c o m p o u n d  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  p l o t t i n g  m e t h o d s  s h o w  q u i t e  d i f f e r e n t  
v a l u e s .  R e g a r d l e s s  o f  t h a t  f a c t ,  t h e  s a m e  r e l a t i v e  o r d e r  o f  t h e  c o n s t a n t s  w i t h i n  t h e  
s a m e  p l o t t i n g  m e t h o d  w a s  o b s e r v e d  f o r  e a c h  c o m p o u n d .  T h e  e x c e p t i o n  t o  t h i s  c a s e  i s  
s h o w n  i n  T a b l e  3 . 2 .  F o r  1 7 P - e s t r a d i o l  a n d  e s t r i o l  t h e  r e l a t i v e  v a l u e s  f o r  t h e  d o u b l e  
r e c i p r o c a l  f i t  d a t a  d i f f e r e d  f r o m  Y - r e c i p r o c a l  a n d  X - r e c i p r o c a l  f i t .  I t  w a s  s h o w n  
p r e v i o u s l y  b y  R u n d l e t t  a n d  A r m s t r o n g  [ 5 6 ]  t h a t  a t  l o w  l i g a n d  c o n c e n t r a t i o n s  ( i n  t h i s  
c a s e  c y c l o d e x t r i n )  t h e  d o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  m a s k s  d e v i a t i o n s  f i o m  l i n e a r i t y .  T h e  d a t a  
o b t a i n e d  i n  t h i s  w o r k  i n d e e d  p r o v e d  t h i s  t o  b e  t h e  c a s e  a s  R 2  v a l u e s  f o r  t h e  d o u b l e  
r e c i p r o c a l  f i t  f o r  e a c h  c o m p l e x a t i o n  s h o w s  g o o d  l i n e a r i t y .  T h e  n e g a t i v e  a s s o c i a t i o n  
c o n s t a n t  v a l u e s  h o w e v e r ,  p o i n t e d  t o  t h e  l a c k  o f  i n c l u s i o n  o f  t h e  a n a l y t e s  
( p r o g e s t e r o n e  a n d  m e s t r a n o l )  w i t h  t h e  C D .  T h s  l e a d s  t o  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  t h e  Y -  
a n d  X  -  f i t s  a r e  m o r e  r e l i a b l e  i n  a s s e s s i n g  a n a l y t e  ( s t e r o i d )  -  l i g a n d  i n t e l a c t i o n  
I n  t h i s  s t u d y  a n  a t t e m p t  w a s  m a d e  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  n a t u r e  o f  t h e  i n c l u s i o n  o f  
s t e r o i d s  w i t h  a - C D .  T h i s  s t u d y  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  e s t r i o l ,  e s t r o n e ,  1 7 P - e s t r a d i o l  
a n d  e t h i n y l e s t r a d i o l .  I t  c a n  b e  s e e n  i n  F i g u r e  3 . 2  t h a t  t h e  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  e f f e c t i v e  
m o b i l i t y  v a l u e  o f  t h e  a n a l y t e s  i n  t h i s  s t u d y  o c c u r r e d  q u i t e  g r a d u a l l y  o v e r  t h e  
i n v e s t i g a t e d  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  o f  t h e  c y c l o d e x t r i n .  T h e  s i z e  o f  a - C D  c a v i t y  ( - 5  A )  
i s  n o t  l a r g e  e n o u g h  f o r  t h e  i n c l u s i o n  c o m p l e x  t o  b e  f o r m e d ,  w h i l e  t h e  d i a m e t e r  o f  
o n l y  o n e  b e n z e n e  r i n g  i s  5  A .  T h u s ,  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  i n c l u s i o n  c o m p l e x  o f  e a c h  
s t e r o i d  w i t h  a - C D  w a s  n o t  p o s s i b l e .  A n  a t t e m p t  w a s  m a d e  t o  a r r a n g e  t h i s  d a t a  
a c c o r d i n g  t o  t h e  3 . 6  -  3 . 8 .  T h e  v a l u e s  o f  R' f o r  l i n e a r i s a t i o n  t r e n d l i n e s  w e r e  v e r y  p o o r  
a n d  a p p a r e n t  b i n d i n g  c o n s t a n t s  h a d  n e g a t i v e  v a l u e s  ( r e s u l t s  a r e  n o t  s h o w n ) .  T h i s  w a s  
e x p e c t e d  s i n c e  n o  i n c l u s i o n  c o m p l e x e s  o c c u r r e d .  
F i g u r e  3 . 3 :  E f f e c t  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a - C D  o n  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  o f  
s t e r o i d s .  S e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  3 . 2 .  A n a l y t e  i d e n t i f i c a t i o n :  
4  E s t r i o l ,  1 7 J 3 - E s t r a d i o l ,  
-  E s t r o n e ,  -  E t h i n y l e s t r a d i o l .  
F r o m  t h i s  s t u d y  i t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  h i g h e s t  m a g n i t u d e s  o f  a s s o c i a t i o n  
c o n s t a n t s  b e l o n g  t o  t h e  i n c l u s i o n  o f  t a r g e t  s t e r o i d s  i n  y - C D  ( T a b l e  3 . 2 ) .  T h e  d i a m e t e r  
o f  t h e  i n s i d e  c a v i t y  o f  y - C D  w a s  1 0 A ,  w h i c h  i s  m o r e  s t e r i c a l l y  s u i t a b l e  f o r  t h e  4 - r i n g  
c o n v e n t i o n a l  s t r u c t u r e  o f  a n a l y t e s  t h a n  P - C D  [ 5 7 ]  w i t h  t h e  d i a m e t e r  8 A .  L a r g e  
a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  3 3  1  M - I  ( Y - r e c i p r o c a l  f i t )  f o r  e q u i l i n  a n d  u p  t o  1 7 7 0  M - '  ( X -  
r e c i p r o c a l  f i t )  f o r  e t h i n y l e s t r a d i o l  w e r e  o b s e r v e d .  
T h e  d o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  a n d  t h e  Y - r e c i p r o c a l  f i t  w e r e  f o u n d  t o  h a v e  R 2  
v a l u e s  i n  t h e  r a n g e  0 . 9 7 9 7 - 0 . 9 9 8 9 .  T h e  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  w e r e  o b s e r v e d  t o  
b e  l e s s  t h a n  3 . 5 %  f o r  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  c o m p o u n d s  1 - 5 .  T h e  l a t t e r  d e m o n s t r a t e d  t h a t  
t h e  a n a l y t e  i n c l u s i o n  p r o c e s s  t o o k  p l a c e  w i t h  t h e  C D  a n d  i t s  s t o i c h i o m e t r y  w a s  1  :  1 .  I t  
s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  t h e  R 2  v a l u e  f o r  t h e  X - r e c i p r o c a l  f i t  f o r  t h o s e  c o m p o u n d s  l a y  i n  a  
l o w e r  r a n g e  ( R 2  =  0 . 8 9 6 9 - 0 . 9 6 6 5 )  o f  l i n e a r i t y .  T h e  e f f e c t  o f  v a r y i n g  t h e  C D  
c o n c e n t r a t i o n  o n  t h e  m o b i l i t y  w a s  m o s t  p r o n o u n c e d  u s i n g  t h e  X - r e c i p r o c a l  f i t  
c o m p a r e d  w i t h  o t h e r  l i n e a r i t y  a p p r o a c h e s .  T h e  l a t t e r  i s  d u e  t o  t h e  p l o t  p a r a m e t e r s  o f  
( p a  -  p f ) / [ C ]  v e r s u s  ( p a  -  p f ) .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  c h o s e n  f o r  t h e  p l o t s  a l s o  a f f e c t s  
t h e  R ~  v a l u e s  o b t a i n e d .  
T a b l e  3 . 2 .  T h e  v a l u e  o f  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  t a r g e t  s t e r o i d s  a n d  y - C D ,  R 2  f o r  
e a c h  l i n e a r i s a t i o n  m e t h o d ,  % R S D  ( n = 3 )  a n d  l i t e r a t u r e  v a l u e s  o f  c o n s t a n t s .  
K  W - ' 1  % R S D  R Z  K  ( M - ' )  l i t .  [ 4 6 ]  
E s t r i o l  3 2 0 0 5 3 7 0  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  1 2 8 2  0 . 9 5  0 . 9 5 8 5  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  7 9 8  2 . 7 5  0 . 9 9 3  6  
X - r e c i p r o c a l  f i t  1 0 8 8  1 . 3 2  0 . 8 9 8  1  
E q u i l i n  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  4 7 7  3 . 4 4  0 . 9 8  1 2  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  3 3  1  1 . 1 5  0 . 9 8 2 1  
X - r e c i p r o c a l  f i t  3  8 7  2 . 2 8  0 . 8 9 6 9  
E s t r o n e  2 5 5 0 h 2 3 0  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  6 4 2  2 . 3 3  0 . 9 7 9 7  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  4 6  1  0 . 8 3  0 . 9 9 0 1  
X - r e c i p r o c a l  f i t  5 4 5  1 . 6 4  0 . 9 1 6 2  
1 7 P - E s t r a d i o l  7  1 0 0 * 4 0 0  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  1 2 3  1  1 . 6 1  0 . 9 8 4 4  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  9 5 3  1 . 7 3  0 . 9 9 7 8  
X - r e c i p r o c a l  f i t  1 1 3 7  1 . 4 0  0 . 9 5 8 3  
E t h i n y l e s t r a d i o l  1 0 6 0 e 9 6 0  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  1 8 7 3  1 . 5 7  0 . 9 8 4 2  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  1 5 0 6  2 . 2 2  0 . 9 9 8 9  
X - r e c i p r o c a l  f i t  1 7 7 0  1 . 5 1  0 . 9 6 6 5  
N o r e t h i n d r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  9  1  4 . 6 4  0 . 9 9 8 0  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  9  1  2 . 5 8  0 . 8 6 6 9  
X - r e c i p r o c a l  f i t  7 5  3 . 3 1  0 . 7 3 7 5  
P r o g e s t e r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  - 4 4  1 3 . 5 6  0 . 9 9 8 4  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  - 4 2  4 . 9 2  0 . 6 1 6 4  
X - r e c i p r o c a l  f i t  - 5 2  2 . 4 4  0 . 7 2 3 5  
M e s t r a n o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  - 6 2  1 2 . 1 2  0 . 9 9 8 4  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  - 4 4  7 . 2 9  0 . 5 5 9 1  
X - r e c i p r o c a l  f i t  - 5 6  4 . 2 0  0 . 6 9 9 7  
F i g u r e  3 . 4 :  E f f e c t  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  y - C D  o n  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  o f  
s t e r o i d s .  S e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  3 . 2 .  A n a l y t e  i d e n t i f i c a t i o n :  
- t  E s t r i o l ,  
-  E q u l i n ,  
E s t r o n e ,  
-  1 7 p - E s t r a d i o l ,  
-  E t h i n y l e s t r a d i o l ,  
A  N o r e t h i n d r o n e ,  
-  P r o g e s t e r o n e ,  
-  M e s t r a n o l .  
I t  c a n  b e  n o t e d  t h a t  t h e  m o b i l i t y  p l o t s  o f  a n a l y t e s  i n  F i g u r e  3 . 4  c o r r e s p o n d e d  
t o  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  a n a l y t e s .  F o r  c o m p o u n d s  1 - 5  t h e  d e c r e a s e  i n  m o b i l i t y  
o c c u r r e d  q u i t e  s h a r p l y ;  a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 - 3  r n M  o f  c y c l o d e x t r i n  t h e  m o b i l i t i e s  
h a v e  r e a c h e d  t h e i r  m a x i m u m .  T h e  m a g n i t u d e s  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  f o r  t h e s e  
c o m p o u n d s  r e p r e s e n t  s u f f i c i e n t l y  l a r g e  v a l u e s  ( T a b l e  3 . 2 ) .  N o r e t h i n d r o n e ,  
p r o g e s t e r o n e  a n d  m e s t r a n o l  h a d  v e r y  s m a l l  o r  n o n  i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  c y c l o d e x t r i n .  
T h e  c h a n g e  i n  m o b i l i t y  o f  t h e s e  a n a l y t e s  w a s  g r a d u a l  o v e r  t h e  i n v e s t i g a t e d  
c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  o f  y - C D  a n d  t h e  m a x i m u m  w a s  a t  7  m M .  
N e g a t i v e  v a l u e s  o f  c o n s t a n t s  f o r  p r o g e s t e r o n e  a n d  m e s t r a n o l ,  a l o n g  w i t h  p o o r  
l i n e a r i t y  a n d  p r e c i s i o n ,  p o i n t e d  t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e s e  s t e r o i d s  d i d  n o t  i n t e r a c t  w i t h  y -  
C D  o r  t h e  n a t u r e  o f  i n t e r a c t i o n  w a s  s o m e t h i n g  o t h e r  t h a n  i n c l u s i o n .  I n c l u s i o n  o f  
n o r e t h i n d r o n e  w a s  c h a r a c t e r i s e d  b y  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  7 5  M - '  ( X - r e c i p r o c a l  f i t )  
w i t h  % R S D  l e s s  t h a n  5 %  a n d  l i n e a r i t y  0 . 7 3 .  
R e k h a r s k y  a n d  I n o u e  [ 5 0 ]  a t t r i b u t e d  t h e  f o l l o w i n g  c o n t r i b u t i o n s  t o  t h e  
s t a b i l i s a t i o n  o f  c y c l o d e x t r i n  c o m p l e x e s  f r o m  a  t h e r m o d y n a m i c  p o i n t  o f  v i e w :  a )  
p e n e t r a t i o n  o f  t h e  h y d r o p h o b i c  p a r t  o f  t h e  g u e s t  m o l e c u l e  i n t o  t h e c y c l o d e x t r i n  c a v i t y ,  
b )  d e h y d r a t i o n  o f  t h e  o r g a n i c  g u e s t ,  c )  h y d r o g e n - b o n d i n g  i n t e r a c t i o n ,  d )  t h e  r e l e a s e  o f  
t h e  w a t e r  m o l e c u l e s  o r i g i n a l l y  i n c l u d e d  i n  t h e  c y c l o d e x t r i n  c a v i t y  t o  b u l k  w a t e r  [ 5 8 -  
6 0 1  a n d  e )  t h e  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  o r  s t r a i n  r e l e a s e  o f  t h e  c y c l o d e x t r i n  m o l e c u l e  
u p o n  c o r r i p l e x a t i o n  [ 6  1 - 6 3 ] .  
A c c o r d i n g  t o  t h e  f a c t o r s  l i s t e d  a b o v e  t h e  p o s s i b l e  r e a s o n s  f o r  s t r o n g  i n c l u s i o n  
o f  c o m p o u n d s  1 - 5  a n d  w e a k  o r  a b s e n c e  o f  i n c l u s i o n  f o r  c o m p o u n d s  6 - 8  s h o u l d  b e  
e x p l a i n e d  b y  r e f e r r i n g  t o  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  c o m p l e x e s ,  
i . e .  s t r u c t u r e s  o f  s t e r o i d s  i n c o r p o r a t e d  i n t o  a  c y c l o d e x t r i n  t y p e ,  w h i c h  w a s  k e p t  
c o n s t a n t .  A c c o r d i n g  t o  t h e  l i t e r a t u r e  h y d r o p h i l i c  g r o u p s ,  s u c h  a s  h y d r o h x y l ,  a m i n o  
a n d  c a r b o x y l  [ 6 4 ] ,  r e m a i n  e x p o s e d  t o  t h e  b u l k  s o l v e n t  e v e n  a f t e r  i n c l u s i o n  o f  t h e  
h y d r o p h o b i c  m o i e t y  [ 5 0 ] .  A n  e x c e p t i o n  t o  t h i s  g e n e r a l  r u l e  i s  t h e  a r o m a t i c  h y d r o x y l  
g r o u p ,  w h i c h  c a n  p e n e t r a t e  d e e p l y  i n t o  t h e  c y c l o d e x t r i n  c a v i t y  w h e r e  i t  h y d r o g e n -  
b o n d s  t o  o n e  o f  c y c l o d e x t r i n ' s  p e r i p h e r a l  h y d r o x y l  g r o u p s  [ 6 5 ] .  R i n g  A  o f  c o m p o u n d s  
1 - 5  i s  i d e n t i c a l ;  i t  w a s  a r o m a t i c  w i t h  a  h y d r o x y l  g r o u p  o n  i t .  T h e  d i f f e r e n c e  w a s  i n  t h e  
r i n g  D  ( a n d  n o n s a t u r a t e d  b o n d  i n  r i n g  B  o f  e q u i l i n )  w h e r e  h y d r o p h i l i c  h y d r o x y l  a n d  
k e t o n e  g r o u p s  a n d  h y d r o p h o b i c  e t h i l y n  g r o u p  a t t a c h e d .  A c c o r d i n g  t o  t h e  l i t e r a t u r e  
e s t r i o l ,  e q u i l i n ,  e s t r o n e ,  1 7 P - e s t r a d i o l  a n d  e t h i n y l e s t r a d i o l  p e n e t r a t e d  7 - C D  a n d  f o r m  
a  h y d r o g e n  b o n d  w i t h  t h e  h y d r o x y l  g r o u p  o f  C D .  T h e  s t r u c t u r a l  d i f f e r e n c e  o f  r i n g  D  
a n d  l o g K O ,  v a l u e s  e x p l a i n e d  t h e  d i f f e r e n t  K  v a l u e s  o b t a i n e d .  N o r e t h i n d r o n e  a n d  
p r o g e s t e r o n e  d i d  n o t  c o n t a i n  a n y  a r o m a t i c  r i n g  w i t h  a  h y d r o x y l  g r o u p  o n  i t  a n d  t h e  
a r o m a t i c  h y d r o x y l  g r o u p  o f  m e s t r a n o l  w a s  m e t h y l a t e d .  R i n g  D  o f  t h e  l a t t e r  
c o m p o u n d s  c o n t a i n e d  h y d r o p h i l i c  a n d  h y d r o p h o b i c  g r o u p s .  H o w e v e r ,  n e i t h e r  
c o n s t i t u e n t  o f  r i n g  A  n o r  r i n g  D  a p p e a r e d  t o  b e  t h e  r e a s o n  f o r  t h e  i n c l u s i o n  a s  t h e  
c a l c u l a t e d  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  w e r e  n e g a t i v e .  A  s m a l l  d e g r e e  o f  i n t e r a c t i o n  w a s  
o b s e r v e d  i n  t h e  c a s e  o f  n o r e t h i n d r o n e  b u t  a s  t o  w h i c h  o n e  o f  t h e  a b o v e  m e n t i o n e d  
c o n t r i b u t i o n s  o r  t h e i r  c o m b i n a t i o n  w a s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  o f  7 5  
M - '  ( X - r e c i p r o c a l  f i t )  w a s  n o t  c l e a r .  
T a b l e  3 . 2  c o n t a i n s  s o m e  l i t e r a t u r e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  v a l u e s  f o r  s e v e r a l  
s t e r o i d s ,  o b t a i n e d  f i - o m  H P L C  d a t a .  T o  t h e  a u t h o r s  k n o w l e d g e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  
f o r  o t h e r  i n v e s t i g a t e d  s t e r o i d s  a n d  o t h e r  c y l o d e x t r i n  t y p e s  a r e  n o t  a v a i l a b l e .  I t  w a s  
r e p o r t e d  p r e v i o u s l y  [ 4 7 - 5 1 1  t h a t  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t s  d e t e n n i n e d  b y  d i f f e r e n t  
e x p e r i m e n t a l  m e t h o d s  f o r  t h e  s a m e  r e a c t i o n  c a n  s i g n i f i c a n t l y  d e v i a t e  f i - o m  e a c h  o t h e r .  
T h e  H P L C  c o n s t a n t s  w e r e  m u c h  g r e a t e r  t h a n  t h e  d a t a  o b t a i n e d  i n  t h i s  w o r k  b u t  
n o t a b l y  t h e  r e l a t i v e  o r d e r  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  w a s  t h e  s a m e .  T h e  m e c h a n i s m  
o f  t h e  s e p a r a t i o n  m e t h o d  i n f l u e n c e s  t h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  v a l u e s .  
I n  C E ,  t h e  b i n d i n g  c o n s t a n t  v a l u e s  a r e  d e t e r m i n e d  m a i n l y  b y  t h e  c h a r g e / m a s s  r a t i o .  I n  
H P L C  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  a n a l y t e  b e t w e e n  t h e  m o b i l e  a n d  s t a t i o n a r y  p h a s e s  p l a y  a n  
i m p o r t a n t  r o l e .  T h e  e f f e c t  o f  S D S  o n  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  f o r  C D  i n  C E  i s  
d i s c u s s e d  l a t e r .  
F r o m  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  a  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  i n  t h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  
a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  w a s  f o u n d  f o r  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  s e l e c t e d  s t e r o i d s  w i t h  P - C D  
( T a b l e  3 . 3 ) .  F i g u r e  3 . 5  s h o w s  t h a t  a t  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  P - C D  t h e  c h a n g e  i n  
m o b i l i t y  o f  s t e r o i d s  w a s  r a t h e r  s m a l l ,  p a r t i c u l a r l y  f o r  c o m p o u n d s  6 - 8 ,  i n  w h i c h  c a s e  
n o  c h a n g e  i n  t h e  m o b i l i t y  c o u l d  b e  n o t i c e d  a t  1  m M  P - C D  i n  t h e  b u f f e r .  I n c r e a s i n g  
f u r t h e r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  P - C D  c a u s e d  a  s h a r p e r  c h a n g e  i n  m o b i l i t y  f o r  c o m p o u n d s  
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F i g u r e  3 . 5 :  E f f e c t  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  $ - C D  o n  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  o f  
s t e r o i d s .  S e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  3 . 2 .  A n a l y t e  i d e n t i f i c a t i o n  a s  i n  
F i g u r e  3 . 4 .  
A s s o c i a t i o n c o n s t a n t s  v a l u e s  a s  l o w  a s  5 6  M - I  ( X - r e c i p r o c a l  f i t )  f o r  e s t r i o l  a n d  
1 2 0  M - ~  ( Y - r e c i p r o c a l  f i t )  f o r  e t h i n y l e s t r a d i o l  w e r e  f o u n d .  T h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  
w e r e  a c c o m p a n i e d  b y  a  s l i g h t l y  i n c r e a s e d  d e v i a t i o n  £ r o m  l i n e a r i t y  ( R ~ )  f o r  e s t r i o l ,  
e q u i l i n  a n d  1 7 P - e s t r a d i o l  a n d  a  l a r g e  d e c r e a s e  i n  l i n e a r i t y  f o r  e s t r o n e  a n d  
n o r e t h i n d r o n e .  R e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  t h e  o b t a i n e d  K  w a s  q u i t e  h i g h  f o r  
e s t r i o l  ( o v e r  3 0 % ) .  T h e  s m a l l  d i a m e t e r  o f  J 3 - C D  ( 8 A  [ 5 6 ] )  d i d  n o t  a l l o w  p e n e t r a t i o n  o f  
s t e r o i d s  t o  t h e  s a m e  d e g r e e  a s  t h e  c a v i t y  o f  y - C D .  I t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  i n c l u s i o n  o f  o n l y  
t h e  m o s t  h y d r o p h o b i c  p a r t  o f  t h e  m o l e c u l e s  t o o k  p l a c e .  T h e  r e s t  o f  t h e  s t r u c t u r e  
r e m a i n e d  i n  t h e  b u l k  s o l v e n t .  E t h i n y l e s t r a d i o l  h a d  t h e  h i g h e s t  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  
a m o n g  P - C D  c o m p l e x e s  f o l l o w e d  b y  1 7 P - e s t r a d i o l ,  e q u i l i n  a n d  e s t r i o l .  I t  i s  
i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  t h e  l a s t  t h r e e  c o m p o u n d s  h a d  t h e  s a m e  K  v a l u e s  c a l c u l a t e d  b y  
t h e  t h r e e  l i n e a r i s a t i o n  m e t h o d s  w i t h i n  e x p e r i m e n t a l  e r r o r .  P a r t i a l  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  
s a m e  s t r u c t u r a l  f i - a g m e n t  o f  t h e  t h r e e  m o l e c u l e s  t o o k  p l a c e .  E s t r o n e  a n d  
n o r e t h i n d r o n e  d i d  n o t  u n d e r g o  a n y  i n t e r a c t i o n  w i t h  P - C D ,  w h i c h  w a s  s u p p o r t e d  b y  
n e g a t i v e  c o n s t a n t s .  I t  h a s  t o  b e  n o t e d  t h a t  i n  c a s e  o f  y - C D  e q u i l i n  e x h i b i t e d  l e s s  
i n t e r a c t i o n  t h a n  e s t r o n e .  T h i s  w a s  n o t  t r u e  f o r  i n c l u s i o n  i n t o  J 3 - C D .  B e c a u s e  t h e r e  i s  
n o  o t h e r  d i f f e r e n c e  i n  t h e  s t e r o i d  s t r u c t u r e s  i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  d o u b l e  b o n d  o f  t h e  B -  
r i n g  o f  e q u i l i n  i n d u c e d  a  d i f f e r e n t  i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  C D .  
T a b l e  3 . 3 .  T h e  v a l u e  o f  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  t a r g e t  s t e r o i d s  a n d  P - C D ,  R' f o r  
e a c h  l i n e a r i s a t i o n  m e t h o d ,  % R S D  ( n = 3 )  a n d  l i t e r a t u r e  v a l u e s  o f  c o n s t a n t s .  
E s t r i o l  4 7 0 0 h 4 0 0  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  4 3  7 1 . 2 3  0 . 9 9 7 6  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  5  7  3 5 . 8 6  0 . 8 6 2 1  
X - r e c i p r o c a l  f i t  5 6  3 9 . 0 9  0 . 7 6 2 1  
E q u i l i n  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  5 7  1 7 . 8 2  0 . 9 9 7 3  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  6 8  8 . 8 1  0 . 9 2 1 3  
X - r e c i p r o c a l  f i t  9 7  9 . 5 2  0 . 8 3 7 6  
E s t r o n e  3  1 0 0 f  6 0 0  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  - 4 3  2 0 . 6 7  0 . 9 9 4 2  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  - 1 7  2 4 . 3 4  0 . 2 6 4 5  
X - r e c i p r o c a l  f i t  - 1 6  2 1 . 5 4  0 . 2 5 7 7  
1 7 P - E s t r a d i o l  6 8 3 0 h 6 8 0  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  7 5  1 0 . 6 1  0 . 9 9 8 1  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  7  9  5 . 4 3  0 . 9 3  8 4  
X - r e c i p r o c a l  f i t  7  8  6 . 5 0  0 . 8 8 0 1  
E t h i n y l e s t r a d i o l  7 6 0 0 * 7 7 0  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  1 2 6  6 . 3 0  0 . 9 9 8 2  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  1 2 0  2 . 3 3  0 . 9 6 7 5  
X - r e c i p r o c a l  f i t  1 2 3  2 . 3 6  0 . 9 3 0 7  
N o r e t h i n d r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  - 1 8 1  1 2 . 3 3  0 . 9 5 9 2  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  - 1 2 9  1 3 . 5 3  0 . 5 0 8 7  
X - r e c i p r o c a l  f i t  - 9 0  3 . 5 6  0 . 9 5 1 3  
P r o g e s t e r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  - 2 5 0  2 . 9 5  0 . 9  1 0 3  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  - 1 9 6  2 3 . 8 6  0 . 2 7 8 6  
X - r e c i p r o c a l  f i t  - 9 6  2 . 1  1  0 . 9 6 8 2  
M e s t r a n o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  - 2 0 1  1 3 . 5 0  0 . 9 4 1 6  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  - 1 5 0  1 9 . 3 0  0 . 4 1  1 3  
2 . 9 0  0 . 9 6 8 7  
3 . 3 . 5  2 H P - y - C D  a n d  2 H P - P - C D  
M o d i f i c a t i o n  o f  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  c y c l o d e x t r i n  h a s  m a n y  b e n e f i c i a l  e f f e c t s ,  
c o n t r i b u t i n g  t o  i t s  s o l u b i l i t y  o r  a f f i n i t y  f o r  a n a l y t e s .  I n  t h i s  s t u d y  2  h y d r o x y p r o p y l  
f u n c t i o n a l i s e d  y - C D  a n d  P - C D  w e r e  i n v e s t i g a t e d .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  a  g e n e r a l  d e c r e a s e  
i n  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  c o u l d  b e  n o t e d  f o r  t h e  i n c l u s i o n  o f  t a r g e t  s t e r o i d s  i n t o  2 H P - y -  
C D  ( T a b l e  3 . 4 ) .  I t  w a s  r e p o r t e d  t h a t  h y d r o x y p r o p y l  s u b s t i t u e n t s  e l o n g a t e  t h e  a c t u a l  
C D  c a v i t y  w h e n  a t t a c h e d  t h r o u g h  p r i m a r y  o r  s e c o n d a r y  h y d r o x y l  g r o u p s  o f  t h e  
g l u c o s e  r i n g  [ 5 1 ] .  M o l e c u l a r  s u b s t i t u t i o n  o f  t h e  e m p l o y e d  2 H P - y - C D  w a s  0 . 6  b u t  i t  
w a s  n o t  c o n t r o l l e d  a n d  t h u s  t h e  a c t u a l  p o s i t i o n  o f  h y d r o x y p r o p y l  g r o u p s  w a s  
u n k n o w n .  T h e  c o m p a r i s o n  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  f o r  2 H P - y - C D  w i t h  p a r e n t  y -  
C D  w o u l d  s u g g e s t  t h a t  t h i s  s u b s t i t u t i o n  c a u s e d  s o m e  s t r u c t u r a l  d i f f i c u l t i e s  f o r  s t e r o i d  
m o l e c u l e s  t o  p e n e t r a t e  t h e  c a v i t y  a n d / o r  t h e  h y d r o g e n  b o n d s  w e r e  n o t  a b l e  t o  f o r m  
b e t w e e n  a n a l y t e s  a n d  s u b s t i t u t e d  h y d r o x y l s  o n  t h e  C D .  
T h e  p l o t s  o f  t h e  m o b i l i t y  o f  a n a l y t e s  a g a i n s t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  c h a n g e  o f  2 H P -  
y - C D  a n d  2 H P - P - C D  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e s  3 . 6  a n d  3 . 7 .  T h e y  c o r r e s p o n d  t o  a  t r e n d  o f  
t h e  m o b i l i t y  c h a n g e  a s  f o r  n a t u r a l  y - C D  a n d  P - C D ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  c o m p o u n d s  t h a t  
h a d  a  h i g h  d e g r e e  o f  i n c l u s i o n  h a v e  s h o w n  a  s h a r p e r  c h a n g e  i n  m o b i l i t y  a t  l o w e r  
c o n c e n t r a t i o n  o f  C D  i n  t h e  s e p a r a t i o n  b u f f e r .  T h e  s l o w  r e d u c t i o n  i n  m o b i l i t y  w a s  
c o r r e l a t e d  t o  n e g a t i v e  c o n s t a n t  v a l u e s  o f  p r o g e s t e r o n e  a n d  m e s t r a n o l .  
T h e  d a t a  i n  T a b l e  3 . 5  s h o w s  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  s t e r o i d s  w i t h  2 H P - P -  
C D .  A  s l i g h t  d e v i a t i o n  f r o m  l i n e a r i t y  o f  t h e  p l o t s  c o u l d  b e  n o t i c e d  h e r e ,  w h i c h  w a s  
s i m i l a r  t o  t h e  l i n e a r i s a t i o n  p l o t s  f o r  n a t u r a l  P - C D .  T h e r e  w a s  n o t i c e a b l y  i m p r o v e d  
l i n e a r i t y  f o r  e s t r o n e  a c c o m p a n i e d  b y  i n c r e a s e d  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s .  E v e n  t h o u g h  t h e  
% R S D  o f  t h e  c a l c u l a t e d  c o n s t a n t s  w a s  h i g h ,  a  g e n e r a l  i n c r e a s e  i n  t h e  c o n s t a n t  v a l u e  
w a s  n o t e d  w i t h  t h e  f u n c t i o n a l i s e d  C D  c o m p a r e d  t o  t h e  n a t u r a l  P - C D .  H y d r o x y p r o p y l  
g r o u p s  a r e  o r i e n t e d  s o  t h a t  p e n e t r a t i o n  o f  t h e  p a r t  o f  a n a l y t e s  w a s  q u i t e  s i m i l a r ,  
t h e r e b y  n o t  d i s t i n g u i s h i n g  t y p e s  c l e a r l y .  D u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e r e  i s  o n l y  a  s l i g h t  
d i f f e r e n c e  b e t w e e n  c o n s t a n t  v a l u e s  f o r  s e v e r a l  c o m p o u n d s  ( T a b l e  3 3 ,  i t  i s  e v i d e n t  
t h a t  t h e  H P - s u b s t i t u t e d  P - C D  ( d e g r e e  o f  s u b s t i t u t i o n  =  4 - 1 0 )  d o e s  n o t  r e c o g n i s e  t h e  
s t r u c t u r a l  v a r i a t i o n s  o f  a n a l y t e s  t o  t h e  s a m e  d e g r e e  a s  y - C D  f o r  i n s t a n c e .  
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F i g u r e  3 . 6 :  E f f e c t  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 H P - y - C D  o n  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  
m o b i l i t y  o f  s t e r o i d s .  S e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  3 . 2 .  C o m p o u n d  
i d e n t i f i c a t i o n  a s  i n  F i g u r e  3 . 4 .  
F i g u r e  3 . 7 :  E f f e c t  of t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 H P - p - C D  o n  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  
m o b i l i t y  o f  s t e r o i d s .  S e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  3 . 2 .  
C o m p o u n d  
i d e n t i f i c a t i o n  a s  i n  F i g u r e  3 . 4 .  
T a b l e  3 . 4 .  T h e  v a l u e  o f  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  t a r g e t  s t e r o i d s  a n d  2 H P - y - C D ,  R' 
f o r  e a c h  l i n e a r i s a t i o n  m e t h o d ,  % R S D  ( n = 3 ) .  
E s t r i o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
E q u i l i n  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
E s t r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
1 7 P - E s t r a d i o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
E t h i n y l e s t r a d i o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
N o r e t h i n d r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
P r o g e s t e r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
M e s t r a n o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
T a b l e  3 . 5 .  T h e  v a l u e  o f  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  t a r g e t  s t e r o i d s  a n d  2 H P - P - C D ,  
R 2  f o r  e a c h  l i n e a r i s a t i o n  m e t h o d ,  % R S D  ( n = 3 ) .  
E s t r i o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  1 1 4  2 0 . 4 2  0 . 9 9 0 8  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  7 4  1 1 . 8 8  0 . 9 4 0 4  
X - r e c i p r o c a l  f i t  8  1  1 4 . 3 2  
0 . 8 9 2 6  
E q u i l i n  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  9 6  3 1 . 7 9  0 . 9 9 4 0  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  6 3  2 1 . 3 1  0 . 9 3 6 9  
X - r e c i p r o c a l  f i t  6 9  2 4 . 2 9  
0 . 8 8 8 1  
E s t r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  5  7  5 8 . 5 9  
0 . 9 9 4 1  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  3  1  4 5 . 4 3  0 . 8 6 1 6  
X - r e c i p r o c a l  f i t  3  3  4 8 . 7 1  0 . 8 2 0 6  
1 7 P - E s t r a d i o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  1  0 2  3 0 . 5 5  0 . 9 9 7 1  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  8 4  1 7 . 8 2  0 . 9 8 7 5  
X - r e c i p r o c a l  f i t  8  8  2  1 . 3 9  0 . 9 6 8 9  
E t h i n y l e s t r a d i o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  1 0 5  2 8 . 7 8  0 . 9 9 6 9  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  8 4  1 7 . 1 6  0 . 9 9 2 2  
X - r e c i p r o c a l  f i t  8 8  2 0 . 5 4  0 . 9 7 7 5  
N o r e t h i n d r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  - 3  5  1 0 2 . 4 6  0 . 9 9 7 0  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  - 4 7  2 5 . 4 8  0 . 7 9 3 0  
X - r e c i p r o c a l  f i t  - 4 8  1 8 . 0 3  0 . 8 6 8 0  
P r o g e s t e r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  - 1 7  2 7 8 . 0 4  0 . 9 9 2 5  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  - 5 3  2 3 . 2 2  0 . 6 9 6 2  
X - r e c i p r o c a l  f i t  - 5 9  1 2 . 9 6  0 . 8 6 1  1  
M e s t r a n o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  - 1 0  4 6 6 . 8 8  0 . 9 9  1 9  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  - 5 0  2 3 . 7 3  0 . 6 5 5 8  
X - r e c i p r o c a l  f i t  - 5  8  1 2 . 5 9  0 . 8 4 7 2  
3 . 3 . 6  T h e  e f f e c t  o f  S D S  
W h i l e  i t  i s  c l e a r  f i o m  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  d e t e r m i n e d  t h a t  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  a n d  t y p e  o f  C D  i s  i m p o r t a n t  i n  s e l e c t i n g  p a r t i c u l a r  s t e r o i d s ,  a  s t u d y  o f  
t h e  e f f e c t  o f  S D S  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  i m p a c t  o f  S D S  o n  t h e  a n a l y t e  
i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  C D .  T h e  e f f e c t  o f  S D S  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  r u n  b u f f e r  w a s  
i n v e s t i g a t e d  u s i n g  2 H P - y - C D .  T h e  v a l u e  o f  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  t a r g e t  s t e r o i d s  
a n d  2 W - y - C D  w i t h  t w o  r u n  b u f f e r s  c o n t a i n i n g  1 0  m M  S D S  a n d  2 0  m M  S D S  a r e  
p r e s e n t e d  i n  T a b l e  3 . 4  a n d  3 . 6 ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  s t e r o i d - m i c e l l e  i n t e r a c t i o n  i s  s t r o n g  
d u e  t o  h i g h  h y d r o p h o b i c i t y  o f  a n a l y t e s  ( l o & ,  v a l u e s  o f  e a c h  a n a l y t e s  h a v e  b e e n  
m e n t i o n e d  a b o v e ) .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  b y  i n c r e a s i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  S D S ,  t h i s  
l e a d s  t o  t h e  e q u l i b r i u m  b e i n g  m o v e d  t o w a r d  i n c r e a s e d  m i c e l l e  i n t e r a c t i o n .  
T h i s  f a c t  p r o v o k e d  a  d e c r e a s e  i n  i n c l u s i o n  o f  s t e r o i d s  i n t o  t h e  c y c l o d e x t r i n  
c a v i t y  w h e n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  S D S  w a s  2 0  m M .  T h e  v a l u e s  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  
c o n s t a n t s  a t  2 0  m M  S D S  ( T a b l e  3 . 6 )  w e r e  2  t o  3  t i m e s  l e s s  t h a n  a t  1 0  m M  S D S  
( T a b l e  3 . 4 ) .  I t  h a s  t o  b e  n o t e d  t h a t  K  v a l u e  f o r  e s t r i o l  w a s  a f f e c t e d  s i g n i f i c a n t l y  l e s s  
t h a n  t h e  r e s t  o f  t h e  c o n s t a n t s .  T h e  v a l u e  f o r  e s t r i o l  w a s  e v e n  h g h e r  t h a n  t h e  
a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  f o r  1 7 P - e s t r a d i o l  ( Y  a n d  X  f i t s ) .  A l t h o u g h  e s t r i o l  i s  t h e  l e a s t  
h y d r o p h o b i c  c o m p o u n d  o f  a l l  t a r g e t  a n a l y t e s  i t  s t r o n g l y  i n c l u d e d  i n t o  t h e  2 H P - y - C D  
c a v i t y .  T h e s e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  i n  t h i s  c a s e ,  t h e  i n c l u s i o n  i s  d u e  t o  t h e  s t r o n g  
h y d r o g e n  b o n d i n g  o f  t h e  v i c i n a l  h y d r o x y l  g r o u p s  o n  t h e  D  r i n g  w i t h  h y d r o x y l s  o f  t h e  
c y c l o d e x t r i n .  A s  e x p e c t e d ,  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  S D S  i n  t h e  r u n  b u f f e r  
d i d  n o t  a f f e c t  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f t h e  c o m p o u n d s  6 - 8 ,  w h i c h  r e m a i n  n e g a t i v e .  
T a b l e  3 . 6 .  T h e  v a l u e  o f  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  t a r g e t  s t e r o i d s  a n d  2 H P - y - C D  
w i t h  2 0  m M  S D S  i n  t h e  r u n  b u f f e r ,  R 2  f o r  e a c h  l i n e a r i s a t i o n  m e t h o d ,  % R S D  
( n = 3 ) .  
E s t r i o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  3 9 5  6 . 1 0  0 . 9 9 9 6  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  4 1 0  4 . 6 4  0 . 9 9 9 6  
X - r e c i p r o c a l  f i t  4 0 3  5 . 4 1  0 . 9 9 6 8  
E q u i l i n  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  9 7  2 8 . 1 6  0 . 9 9 9 4  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  1  0 2  1 4 . 0 6  0 . 9 8 6 1  
X - r e c i p r o c a l  f i t  9 9  1 6 . 7 0  0 . 9 6 9 4  
E s t r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  1 3 4  2 0 . 0 8  0 . 9 9 9 5  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  1 3 7  1 0 . 2 3  0 . 9 9 3 8  
X - r e c i p r o c a l  f i t  1 3 4  1 2 . 6 0  0 . 9 8 4 2  
1 7 P - E s t r a d i o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  4 0 5  3 . 5 7  0 . 9 9 9 3  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  3  8 8  2 . 3 4  0 . 9 9 9 5  
X - r e c i p r o c a l  f i t  3  9 6  2 . 8 3  0 . 9 9 5 7  
E t h i n y l e s t r a d i o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  6 3 8  6 . 7 8  0 . 9 9 9 4  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  6 1 0  4 . 3 4  0 . 9 9 9 9  
X - r e c i p r o c a l  f i t  6 2 8  5 . 6 4  0 . 9 9 7 3  
N o r e t h i n d r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  - 1 2  8 8 . 5 1  0 . 9 9 9 2  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  8  9 9 . 3 2  0 . 1 7 4 2  
X - r e c i p r o c a l  f i t  4  1 8 2 . 6 7  0 . 0 8 8 0  
P r o g e s t e r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  - 3 9  3 9 . 3 2  0 . 9 9 9 9  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  - 4 0  2 1 . 1 3  0 . 9 5 7  1  
X - r e c i p r o c a l  f i t  - 3  8  1 7 . 8 9  0 . 9 7 4 9  
M e s t r a n o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  - 4 9  4 6 . 5 1  0 . 9 9 9 7  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  - 4 2  3 0 . 9 9  0 . 9 1 2 6  
X - r e c i p r o c a l  f i t  - 4  1  2 8 . 7 4  0 . 9 3  1 6  
3 . 4  C O N C L U S I O N S  
T h i s  c h a p t e r  d o c u m e n t s  a  s t u d y  u s i n g  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  t o  d e t e r m i n e  
t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  i n c l u s i o n  c o m p l e x e s  o f  s t e r o i d  h o r m o n e s  a n d  
c y c l o d e x t r i n s .  T h e  m e c h a n i s m  o f  i n c l u s i o n  o f  s t e r o i d s  b y  c y c l o d e x t r i n s  w a s  
i n v e s t i g a t e d .  T h e  m o s t  p o w e f i l  a g e n t  f o r  t h e  i n c l u s i o n  o f  t h e  t a r g e t  a n a l y t e s  w a s  
f o u n d  t o  b e  y - C D  f o l l o w e d  b y  2 H P -  y - C D .  H i g h  v a l u e s  o f  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  w e r e  
a c c o m p a n i e d  b y  g o o d  l i n e a r i t y  o f  t h e  p l o t s .  T h e  c o n s t a n t s  v a l u e s  o b t a i n e d  f o r  
i n d i v i d u a l  a n a l y t e s  c o r r e l a t e  w i t h  t h e i r  s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r i s t i c s  c o n t r i b u t i n g  t o  t h e i r  
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e t h i n y l e s t r a d i o l ,  1 7 P - e s t r a d i o l  a n d  e s t r o n e .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  
v a l u e s  d e c r e a s e d  w h e n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  m i c e l l e s  i n  t h e  r u n  b u f f e r  w a s  i n c r e a s e d .  
I n  g e n e r a l  t h e  e s t i m a t i o n  o f  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  s t e r o i d  c o m p o u n d s  w i t h  
c y c l o d e x t r i n s  w a s  a  s t r a i g h t f o r w a r d  p r o c e s s  d u e  t o  t h e  h r g h  e f f i c i e n c y  a n d  s i m p l e  
p e r f o r m a n c e  o f  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  w h e n  c o m b i n e d  w i t h  t h e  t h r e e  p l o t t i n g  
m e t h o d s  u s e d  
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C H A P T E R  4  
D E T E R M I N A T I O N  O F  M O N T E L U K A S T  S O D I U M  A N D  
S I G N I F I C A N T  I M P U R I T I E S  
4 . 1  I N T R O D U C T I O N  
M o n t e l u k a s t  s o d i u m  ( M K )  i s  c u r r e n t l y  b e i n g  p r o d u c e d  a t  M e r c k  &  C o  a s  
a n  a c t i v e  i n g r e d i e n t  f o r  t r e a t m e n t  o f  b r o n c h i a l  a s t h m a .  T o  m o n i t o r  t h e  
m a n u f a c t u r i n g  p r o c e s s  a n  H P L C  m e t h o d  i s  b e i n g  e m p l o y e d .  T h i s  m e t h o d  r e q u i r e s  
u p  t o  3 5  m i n  f o r  e a c h  r u n ,  c o n s u m e s  l a r g e  v o l u m e  o f  o r g a n i c  s o l v e n t s  a n d  u s e s  
e x p e n s i v e  H P L C  c o l u m n s .  I n  t h i s  w o r k  a  C E  m e t h o d  i s  p r o p o s e d  a s  a n  a l t e r n a t i v e  
t o  H P L C .  S i g n i f i c a n t l y  s h o r t e r  a n a l y s i s  t i m e s ,  i n e x p e n s i v e  e q u i p m e n t  a l o n g  w i t h  
r e p r o d u c i b l e  a n d  v e r y  e f f i c i e n t  s e p a r a t i o n s  a r e  i n c o n t e s t a b l e  a d v a n t a g e s  o f  t h e  C E  
m e t h o d .  
4 . 1 . 1  M o n t e l u k a s t  
M o n t e l u k a s t  s o d i u m  ( f r e e  a c i d  o f  S i n g u l a i r T * ) ,  a l s o  k n o w n  a s  M K - 0 4 7 6  
[ I  - ( ( ( I  ( R ) - ( 3  - ( 2 - ( 7 - c h l o r o - 2 - q u i n o l i n y l ) - ( E ) - e t h e n y l ) p h e n y l ) ( 3 - 2 - ( l  - h y d r o x y -  1  -  
m e t h y l e t h y l )  p h e n y l )  p r o p y l )  t h i o )  m e t h y l )  c y c l o p r o p a n e )  a c e t i c  a c i d  s o d i u m  s a l t ] ,  
w a s  d e v e l o p e d  b y  M e r c k  &  C o  [ I ]  a s  a  t h e r a p e u t i c  a g e n t  f o r  t h e  t r e a t m e n t  o f  
b r o n c h i a l  a s t h m a .  T h e  c h e m i c a l  s t r u c t u r e  o f  t h e  c o m p o u n d  i s  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  
4 . 1 .  
F i g u r e  4 . 1 .  C h e m i c a l  s t r u c t u r e  o f  m o n t e l u k a s t  s o d i u m .  
1 5 5  
T h e  o n l y  a v a i l a b l e  d a t a  a b o u t  m o n t e l u k a s t  s o d i u m  w a s  r e c e i v e d  f i - o m  
M e r c k  &  C o .  I t  i s  s u r n m a r i s e d  i n  T a b l e  4 . 1 .  
T a b l e  4 . 1 .  I n f o r m a t i o n  o n  m o n t e l u k a s t  s o d i u m .  
I n f o r m a t i o n  V a l u e  
M W  6 0 8 . 2  g  m o l e - '  
p H  
B e t w e e n  9 . 4  a n d  1 0 . 2  
S o l u b i l i t y  i n  w a t e r  a t  25OC 
G r e a t e r  t h a n  1 0 0  m g  m ~ - '  
S o l u b l e  i n  o t h e r  s o l v e n t s  
M e l t i n g  p o i n t  
E t h a n o l ,  m e t h a n o l  
1 3 5 . 5 " C  
P a r t i t i o n i n g  c o e f f i c i e n t  L o g  K , ,  2 . 3  
M o n t e l u k a s t  s o d i u m  i s  v e r y  s e n s i t i v e  t o  e x p o s u r e  t o  l i g h t  o r  m o i s t u r e .  
L i g h t  e x p o s u r e  i s  r e p o r t e d  t o  c a u s e  i s o m e r i s a t i o n  ( f o r m a t i o n  o f  t h e  c i s - i s o m e r ) .  
E x p o s u r e  t o  o x y g e n  c a u s e s  f o r m a t i o n  o f  s u l f o x i d e  i m p u r i t i e s  a t  e l e v a t e d  l e v e l s .  I n  
c a s e  o f  p r o l o n g e d  e x p o s u r e  t o  t h e  a t m o s p h e r e  t h e  c o m p o u n d  p i c k s  u p  m o i s t u r e  
a n d  d e g r a d e s .  A c c o r d i n g  t o  t h e  l i t e r a t u r e  p r o v i d e d  b y  M e r c k  &  C o ,  M o n t e l u k a s t  
d e g r a d e s  a t  6 0 ° C .  
4 . 1 . 2  M o n t e l u k a s t  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  a s t h m a  
M o n t e l u k a s t  s o d i u m  i s  a  p o t e n t  a n d  s e l e c t i v e  l e u k o t r i e n e  D - 4  ( c y s L T - 1 )  
r e c e p t o r  a n t a g o n i s t  [ 2 , 3 ] .  T h e  r o l e  o f  t h e  c y s t e i n y l  l e u k o t r i e n e s  ( l e u k o t r i e n e s  C - 4 ,  
D - 4  a n d  E - 4 )  i n  a s t h m a  h a s  b e e n  e s t a b l i s h e d  [ 4 ] .  L e u k o t r i e n e s  a r e  p r o d u c e d  a n d  
r e l e a s e d  f r o m  p r o i n f l a m m a t o r y  c e l l s ,  i n c l u d i n g  e o s i n o p h i l s  a n d  m a s t  c e l l s ,  a n d  a r e  
a t  l e a s t  1 0 0 0  t i m e s  m o r e  p o t e n t  t h a n  h i s t a m i n e  o r  m e t h a c h o l i n e  a s  
b r o n c h o c o n s t r i c t o r s  i n  h e a l t h y  a n d  a s t h m a t i c  s u b j e c t s .  L e u k o t r i e n e s  m e d i a t e  m a n y  
o f  t h e  p a t h o p h y s i o l o g i c  p r o c e s s e s  a s s o c i a t e d  w i t h  a s t h m a ,  i n c l u d i n g  
m i c r o v a s c u l a r  l e a k a g e ,  b r o n c h o c o n s t r i c t i o n ,  a n d  e o s i n o p h i l  r e c r u i t m e n t  i n t o  t h e  
a i r w a y s .  A g e n t s  t h a t  i n t e r r u p t  t h e  a c t i o n  o f  t h e  l e u k o t r i e n e s  ( 5 - l i p o x y g e n a s e  
i n h i b i t o r s  a n d  l e u k o t r i e n e  r e c e p t o r  a n t a g o n i s t s )  h a v e  i m p r o v e d  m e a s u r e s  o f  
c h r o n i c  a s t h m a  i n  c l i n i c a l  s t u d i e s ,  t h u s  p r o v i d i n g  e v i d e n c e  f o r  t h e  r o l e  o f  
c y s t e i n y l  l e u k o t r i e n e s  i n  t h i s  d i s e a s e  [ 5 ] .  
M o n t e l u k a s t  h a s  b e e n  s h o w n  t o  s u b s t a n t i a l l y  b l o c k  a i r w a y  l e u k o t r i e n e  
r e c e p t o r s  i n  p a t i e n t s  w i t h  a s t h m a  f o r  a s  l o n g  a s  2 4  h o u r s  a R e r  o r a l  d o s i n g  [ 6 ] .  
A d m i n i s t e r e d  o n c e  d a i l y ,  i t  r e d u c e d  s y m p t o m s  o f  c h r o n i c  a s t h m a  i n  a d u l t s  a n d  
c h i l d r e n  [ 7 ,  81 a n d  a t t e n u a t e d  e x e r c i s e - i n d u c e d  b r o n c h o c o n s t r i c t i o n  [ 9 ,  1 0 1 .  
4 . 1 . 3  D e t e r m i n a t i o n  o f  M o n t e l u k a s t  
R e l a t i v e l y  f e w  m e t h o d s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  
m o n t e l u k a s t  i n  t h e  o p e n  l i t e r a t u r e .  T h e  m a j o r i t y  o f  t h e  m e t h o d s  h a v e  b e e n  
d e d i c a t e d  t o  t h e  a n a l y s i s  o f  m o n t e l u k a s t  i n  b i o l o g i c a l  f l u i d s  a n d  o n l y  a  f e w  
m e t h o d s  w e r e  d e v e l o p e d  f o r  p h a r m a c e u t i c a l  f o r m u l a t i o n s .  A l l  m e t h o d s  a r e  
d i s c u s s e d  b e l o w .  
A m i n  e t  a l .  [ I  11 d e v e l o p e d  a n  H P L C  a s s a y  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  
m o n t e l u k a s t  i n  h u m a n  p l a s m a  i n v o l v i n g  p r o t e i n  p r e c i p i t a t i o n  a n d  f l u o r e s c e n c e  
d e t e c t i o n .  W i t h  t h i s  m e t h o d ,  c h r o m a t o g r a p h y  w a s  p e r f o r m e d  o n  a  C l 8  c o l u m n  
w i t h  a  m o b i l e  p h a s e  o f  a c e t o n i t r i l e - a m m o n i u m  p h o s p h a t e  ( p H  3 . 5 ;  5 0  m M )  
( 6 2 : 3 8 ,  v l v ) .  T h e  a s s a y  w a s  l i n e a r  i n  t h e  r a n g e  o f  2 8 . 9  -  2 8 9 0  n g  m ~ - '  o f  
m o n t e l u k a s t .  M o n t e l u k a s t  a n d  t h e  i n t e r n a l  s t a n d a r d  ( v e r y  s i m i l a r  i n  s t r u c t u r e  t o  
m o n t e l u k a s t )  w e r e  s e p a r a t e d  i n  5  m i n ,  w h i c h  i s  r e a s o n a b l e  a n d  w o u l d  a l l o w  t h e  
a n a l y s i s  o f  a  n u m b e r  o f  s a m p l e s  i n  a  c l i n i c a l  l a b o r a t o r y .  T h e  a d v a n t a g e  o f  
s e n s i t i v e  f l u o r e s c e n c e  d e t e c t i o n  w a s  l o w  L O D  5  n g  m ~ - ' ,  w h i c h  w o u l d  b e  u s e f u l  
f o r  a n a l y s i s  o f  t r a c e s  o f  m o n t e l u k a s t  i n  p l a s m a .  
L i u  e t  a l .  [ 1 2 ]  o u t l i n e d  a  m e t h o d  f o r  a n a l y s i s  o f  m o n t e l u k a s t  e n a n t i o m e r s  
i n  h u m a n  p l a s m a .  S a m p l e s  o f  p l a s m a  u n d e r g o  e x t r a c t i o n  o n  t h e  C h r o m o s p h e r  5  
B i o m a t r i x  e x t r a c t i o n  c o l u m n ,  w i t h  s u b s e q u e n t  s w i t c h i n g  t o  a n  a n a l y t i c a l  
s t e r e o s e l e c t i v e  c o l u m n  o f  a n  H P L C  i n s t r u m e n t .  T h e  a s s a y  i n c l u d e d  p r o t e i n  
p r e c i p i t a t i o n  a n d  f l u o r e s c e n c e  d e t e c t i o n .  S e p a r a t i o n  w a s  p e r f o r m e d  o n  a n  a - a c i d  
g l y c o p r o t e i n  c h i r a l  c o l u m n  w i t h  a  m o b i l e  p h a s e  o f  a c e t o n i t r i l e - a m m o n i u m  a c e t a t e  
( p H  5 . 8 ;  1 0  m M )  ( 2 5 1 7 5 ,  v l v ) .  S e p a r a t i o n  o f  t w o  e n a n t i o m e r s  a n d  a n  i n t e r n a l  
s t a n d a r d  r e q u i r e d  u p  t o  3 5  m i n .  T h e  l i n e a r i t y  r a n g e  f o r  e n a n t i o m e r s  w a s  n a r r o w e r  
t h a n  f o r  s i n g l e  m o n t e l u k a s t  a n d  w a s  b e t w e e n  2 8 . 9  a n d  3 8 6  n g  m ~ - '  o f f r e e  a c i d  o f  
m o n t e l u k a s t  a n d  i t s  S - e n a n t i o m e r .  T h e  r e s e a r c h  g r o u p  s t u d i e d  s e v e r a l  h e a l t h y  
v o l u n t e e r s  w h o  r e c e i v e d  a  d o s a g e  o f  m o n t e l u k a s t  d a i l y  a n d  c o n c l u d e d  t h a t  t h e r e  i s  
n o  a p p a r e n t  b i o i n v e r s i o n  o f  m o n t e l u k a s t  t o  i t s  S - e n a n t i o m e r  i n  h u m a n s .  
I n  a  s t u d y  b y  O c h i a i  e t  a l .  [ I 3 1  a  s a m p l e  p r e - t r e a t m e n t  s t e p  w a s  d e v e l o p e d  
f o r  a  d i r e c t  i n j e c t i o n  o f  p l a s m a  s a m p l e  o n t o  t h e  H P L C  s y s t e m  w i t h  C L s  c o l u m n .  A  
s i x - p o r t  s w i t c h i n g  v a l v e  w a s  e m p l o y e d  t o  t r a n s f e r  t h e  s a m p l e  f i o m  p r e - c o l u m n  t o  
t h e  a n a l y t i c a l  c o l u m n .  A  m o b i l e  p h a s e  o f  a c e t o n i t r i l e - a c e t a t e  b u f f e r  ( p H  3 . 5 ,  2 5  
r n M )  ( 8 0 : 2 0 ,  v l v )  w a s  u s e d  t o  e l u t e  m o n t e l u k a s t  f r o m  t h e  a n a l y t i c a l  c o l u m n .  T h e  
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t e m p e r a t u r e  o f  t h e  a n a l y t i c a l  c o l u m n  w a s  m a i n t a i n e d  a t  4 0 ° C .  A  l i n e a r i t y  r a n g e  o f  
1  -  5 0 0  n g  m ~ - '  w a s  a c h i e v e d .  A l t h o u g h  t h e  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  w a s  n o t  
d e t e r m i n e d ,  i t  c o u l d  b e  s u f f i c i e n t  a s  f l u o r e s c e n c e  d e t e c t i o n  w a s  e m p l o y e d .  T h e  
t i m e  r e q u i r e d  f o r  p r o c e s s i n g  s a m p l e s  u s i n g  t h i s  m e t h o d  w a s  s h o r t e n e d  d u e  t o  o n -  
c o l u m n  p r e - t r e a t m e n t  b u t  t h e  a c t u a l  s e p a r a t i o n  t i m e  w a s  q u i t e  l o n g  -  j u s t  u n d e r  2 5  
m i n .  
A l - R a w i t h i  e t  a l .  [ 1 4 ]  d e s c r i b e d  a  h u m a n  p l a s m a  a s s a y  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  
m o n t e l u k a s t .  A u t h o r s  c l a i m e d  t h a t  a  s i m p l e  e x t r a c t i o n  o f  t h e  p l a s m a  i s  l e s s  t i m e  
c o n s u m i n g  t h a n  c o l u m n  s w i t c h i n g .  T h a t  i s  w h y  e x t r a c t i o n  w a s  u s e d  b e f o r e  t h e  
d r u g  w a s  m e a s u r e d  b y  H P L C  w i t h  a  C - 8  4 - p m  p a r t i c l e  s i z e  r a d i a l  c o m p r e s s i o n  
c a r t r i d g e  a t  4 0 ° C  a n d  i d e n t i f i e d  w i t h  f l u o r e s c e n c e  d e t e c t o r  w i t h  t h e  e x c i t a t i o n  a n d  
e m i s s i o n  w a v e l e n g t h s  s e t  a t  3 5 0  a n d  4 0 0  n m ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  m o b i l e  p h a s e  w a s  
d e l i v e r e d  a t  1 . 0  m L  m i n - ' .  T h i s  m o b i l e  p h a s e  c o n s i s t e d  o f  2 0 0  m L  o f  0 . 0 2 5  M  
s o d i u m  a c e t a t e ,  p H  a d j u s t e d  t o  4 . 0  w i t h  a c e t i c  a c i d ,  t o  8 0 0  m L  o f  a c e t o n i t r i l e ,  
w i t h  5 0  m L  t r i e t h y l a r n i n e .  W i t h  a  r u n  t i m e  o f  o n l y  1 0  m i n  p e r  s a m p l e ,  t h i s  a s s a y  
h a d  a n  o v e r a l l  r e c o v e r y  o f  > 9 7 %  a n d  i m p r o v e d  d e t e c t i o n  l i m i t  o f  1  n g  m ~ - l .  
T h e  m o s t  r e c e n t  h u m a n  p l a s m a  a s s a y  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  m o n t e l u k a s t  
s o d i u m  w a s  p u b l i s h e d  b y  K i t c h e n  a n d  c o l l e a g u e s  [ I  5 1 .  T h e  n o v e l i t y  o f  t h e  m e t h o d  
w a s  i n  t h e  u s e  o f  a  s e m i - a u t o m a t e d  9 6 - w e l l  p r o t e i n  p r e c i p i t a t i o n  m e t h o d .  T h e  
a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  b y  H P L C  w i t h  f l u o r e s c e n c e  d e t e c t i o n .  T h e  m e t h o d  
o f f e r e d  s i g n i f i c a n t  t i m e  s a v i n g s  o v e r  t h e  m a n u a l  m e t h o d s  a n d  r e a c h e d  l i m i t  o f  
q u a n t i t a t i o n  o f  3  n g  m ~ - ' .  
R a d h a h s h n a  e t  a l .  [ 1 6 ]  p u b l i s h e d  t h e  o n l y  u p  t o  d a t e  H P L C  m e t h o d  f o r  
t h e  s i m u l t a n e o u s  d e t e r m i n a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  a n d  l o r a t a d i n e  i n  p h a r m a c e u t i c a l  
f o r m u l a t i o n s  a n d  s e p a r a t i o n  o f  i m p u r i t i e s  o f  m o n t e l u k a s t  u s i n g  h i g h - l o w  
c h r o m a t o g r a p h y  t e c h n i q u e .  H P L C  s e p a r a t i o n  w a s  a c h i e v e d  w i t h  a  S y m m e t r y  C 1 8  
c o l u m n  a n d  a c e t o n i t r i l e - s o d i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  ( p H  3 . 7 ;  0 . 0 2 5  M )  ( 2 0 : 8 0 ,  v l v )  
a s  e l u e n t  a t  a  f l o w  r a t e  o f  1 . 0  m L  m i n " .  U V  d e t e c t i o n  w a s  p e r f o r m e d  a t  2 2 5  n m .  
T h e  s e p a r a t i o n  o f  i m p u r i t i e s  o f  m o n t e l u k a s t  w a s  p e r f o r m e d  i n  a p p r o x i m a t e l y  3 5  
m i n  p e r  s i n g l e  r u n ,  w h i c h  w o u l d  b e  q u i t e  a  t i m e  c o n s u m i n g  p r o c e d u r e  i n  t h e  b u s y  
e n v i r o n m e n t  o f  t h e  p h a r m a c e u t i c a l  i n d u s t r y .  A s  a n  a l t e r n a t i v e ,  s e c o n d  d e r i v a t i v e  
s p e c t r o p h o t o m e t r y  w a s  r e p o r t e d  t o  b e  s u c c e s s f u l  f o r  t h e  s i m u l t a n e o u s  
d e t e r m i n a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  a n d  l o r a t a d i n e  i n  p h a r m a c e u t i c a l  f o r m u l a t i o n s .  T h e  
s e c o n d - o r d e r  d e r i v a t i v e  s p e c t r o p h o t o m e t r y  w a s  a p p l i e d  d u e  t o  o v e r l a p  o f  t h e  U V  
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s p e c t r a  o f  l o r a t a d i n e  a n d  m o n t e l u k a s t  i n  t h e  a r e a  f r o m  2 0 0  n r n  t o  3 1 0  n r n .  T h e  
z e r o - c r o s s i n g  t e c h n i q u e  w a s  a p p l i e d  a t  2 7 6 . 1  n m ,  b u t  f o r  m o n t e l u k a s t ,  p e a k  
a m p l i t u d e  a t  3 5 9 . 7  n m  ( t a n g e n t  m e t h o d )  w a s  u s e d .  
P r e s s u r i s e d  l i q u i d  e x t r a c t i o n  t e c h n o l o g y  f o r  t h e  e x t r a c t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  
s o d i u m  f r o m  o r a l  c h e w a b l e  t a b l e t s  w a s  i n t r o d u c e d .  I n  t h e  s t u d y  b y  H o a n g  e t  a l .  
[ 1 7 ]  s a m p l e s  w e r e  e x t r a c t e d  u s i n g  t w o  c y c l e s  o f  w a t e r  f o r  2  m i n  w i t h  a  c e l l  
t e m p e r a t u r e  o f  4 0 ° C  a n d  a  p r e s s u r e  o f  1 * l o 4  k P a ,  t o  d i s i n t e g r a t e  t h e  t a b l e t ,  
f o l l o w e d  b y  t h r e e  c y c l e s  o f  m e t h a n o l  f o r  3  m i n  a t  7 0 ° C  a n d  1 * 1 0 4  k P a ,  t o  
s o l u b i l i s e  m o n t e l u k a s t  s o d i u m .  T h e  m e t h o d  d e m o n s t r a t e d  a n  i m p r o v e m e n t  i n  
e x t r a c t i o n  e f f i c i e n c y  o f  9 8 . 2 %  o f  l a b e l  c l a i m  c o m p a r e d  t o  9 7 . 6 %  o b t a i n e d  u s i n g  a  
v a l i d a t e d  m e c h a n i c a l  e x t r a c t i o n  m e t h o d ,  t h e  %  R S D  w a s  1 . 3 %  ( n = 1 0 )  c o m p a r e  t o  
0 . 9 %  R S D  f r o m  m e c h a n i c a l  m e t h o d .  Q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  
a n  H P L C  s y s t e m .  
A  h i g h  p e r f o r m a n c e  t h i n  l a y e r  c h r o m a t o g r a p h i c  m e t h o d  f o r  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  s o d i u m  i n  b u l k  d r u g  a n d  p h a r m a c e u t i c a l  
p r e p a r a t i o n s  w a s  r e p o r t e d  b y  S a n e  e t  a l .  [ 1  8 1 .  C h r o m a t o g r a p h y  w a s  p e r f o r m e d  o n  
s i l i c a  g e l  6 0 F 2 5 4  H P T L C  p l a t e s ,  t h e  m o b i l e  p h a s e  u s e d  f o r  e l u t i o n  w a s  t o l u e n e -  
e t h y l  a c e t a t e - g l a c i a l  a c e t i c  a c i d ,  6 . 0  +  3 . 4  +  0 . 1  ( v l v ) .  P l a t e s  w e r e  e v a l u a t e d  b y  
d e n s i t o m e t r y  a t  3 4 4  n m .  T h e  l i n e a r i t y  o f  t h e  m e t h o d  w a s  e s t a b l i s h e d  i n  t h e  r a n g e  
0 . 8  -  1 0  p g  m ~ - ' .  C o e f f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n  w a s  l e s s  t h a n  2 % .  E a c h  a n a l y s i s  
r e q u i r e d  a p p r o x i m a t e l y  4 5  m i n ,  w h i c h  i s  e v e n  l o n g e r  t h a n  t h e  r e p o r t e d  [ 1 6 ]  H P L C  
m e t h o d .  
A  c a s e  o f  c h i r a l  s e p a r a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  a n d  i t s  S - e n a n t i o m e r  b y  
c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  b y  H o a n g  e t  a l .  o n  t h e  T e n t h  
I n t e r n a t i o n a l  S y m p o s i u m  o n  P h a r m a c e u t i c a l  a n d  B i o m e d i c a l  A n a l y s i s  [ 1 9 ] .  
H o w e v e r  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  a b o v e  w e r e  n o t  p u b l i s h e d  i n  t h e  p e e r - r e v i e w e d  
l i t e r a t u r e .  
D u r a n  M e r a s  e t  a l .  [ 2 0 ]  s t u d i e d  t h e  c o m p l e x a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  a n d  
h e p t a k i s - ( 1 ,  6 - d i - 0 - m e t h y l ) - P - c y c l o d e x t r i n  u s i n g  f l u o r i m e t r y .  I t  h a s  b e e n  p r o v e n  
t h a t  f l u o r e s c e n c e  o f  m o n t e l u k a s t  w a s  s i g n i f i c a n t l y  i n t e n s i f i e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
c y c l o d e x t r i n s .  A  1 :  1  s t o i c h o m e t r y  w a s  e s t a b l i s h e d  a n d  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  o f  
t h e  i n c l u s i o n  c o m p l e x  w a s  9 5 9  M - I .  T h e  p K a  v a l u e s  o f  m o n t e l u k a s t  w e r e  a l s o  
e s t i m a t e d  i n  t w o  d i f f e r e n t  e t h a n o 1 : w a t e r  m e d i a ,  7 0 : 3 0 ( v / v )  a n d  1 0 : 9 0  ( v l v )  a n d  
w e r e  p K a  =  2 . 9  *  0 . 1 ,  p K a l  =  2 . 0  k  0 . 1  a n d  p K a 2  =  6 . 5  k  0 . 1 ,  r e s p e c t i v e l y .  
A s  r e p o r t e d  a t  p r e s e n t  m a i n l y  H P L C  a n d  H P T L C  m e t h o d s  h a v e  b e e n  
d e v e l o p e d  f o r  t h i s  p u r p o s e .  A l l  o f  t h e m  a r e  q u i t e  t i m e  c o n s u m i n g  m e t h o d s  -  t h e  
s e p a r a t i o n  t i m e  o f  H P L C  m e t h o d  i s  j u s t  u n d e r  3 5  m i n  i n  r e p o r t e d  w o r k  o f  
R a d h a k r i s h n a  e l  a l .  [ 1 6 ] ,  4 5  m i n  i s  r e q u i r e d  f o r  a n  H P T L C  a n a l y s i s  [ 1 8 ] .  
O b v i o u s l y  l o n g  a n a l y s i s  t i m e  i n  H P L C  r e q u i r e s  l a r g e r  q u a n t i t i e s  o f  m o b i l e  p h a s e ,  
w a s t e  o f  w h i c h  c a n  a d d  t o  t h e  c o s t  o f  a n a l y s i s .  
E v e n  t h o u g h  a  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  m e t h o d  h a s  n o t  b e e n  d e v e l o p e d  
y e t ,  t h i s  t e c h n i q u e  p r o v e d  t o  b e  v e r y  a d v a n t a g e o u s  i n  p h a r m a c e u t i c a l  s e p a r a t i o n s .  
M a n y  w a y s  t o  v a r y  p a r a m e t e r s  o f  t h e  r u n  b u f f e r  l e a d  t o  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  a d a p t i n g  
e a c h  c o m p o s i t i o n  f o r  t h e  s p e c i f i c  c a s e  w h e t h e r  c h a r g e d  o r  n e u t r a l  c o m p o u n d s ,  
s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  o r  o p t i c a l  i s o m e r s  h a v e  t o  b e  s e p a r a t e d .  T h e  h i g h  e f f i c i e n c y  o f  
t h e  s e p a r a t i o n ,  s h o r t e r  a n a l y s i s  t i m e ,  s m a l l  v o l u m e s  o f  s a m p l e s  a n d  b u f f e r s  
r e q u i r e d  -  t h e s e  a r e  t h e  r e a s o n s  w h y  t h i s  m e t h o d  s h o u l d  b e  i n v e s t i g a t e d  i n  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  s o d i u m  a n d  i t s  r e l a t e d  i m p u r i t i e s .  
4 . 1 . 4  A i m  o f  t h i s  w o r k  
T h e  a i m  o f  t h i s  w o r k  w a s  t o  d e t e r m i n e  m o n t e l u k a s t  s o d i u m  a n d  s i g n i f i c a n t  
i m p u r i t i e s .  A  f a s t  a n a l y s i s  t i m e  a n d  r e p r o d u c i b l e  s e p a r a t i o n  w e r e  a m o n g  t h e  
o b j e c t i v e s  o f  t h e  r e s e a r c h  i n  o r d e r  t o  d e v e l o p  n  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  m e t h o d  
c o m p a r a b l e  t o  t h e  c o n v e n t i o n a l  m e t h o d s .  
4 . 2  E X P E R I M E N T A L  
4 . 2 . 1  H P L C  i n s t r u m e n t a t i o n  
H P L C  s e p a r a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  o n  a  H e w l e t t  P a c k a r d  s e r i e s  1 0 5 0  
s y s t e m  w i t h  a  M o d e l  7 8 9 5 3 C  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r .  T h e  i n s t r u m e n t  w a s  
o p e r a t e d  u s i n g  A g i l e n t  C h e m S t a t i o n  S o f t w a r e  v e r s i o n  A . 0 9 . 0 3  ( A g i l e n t  
T e c h n o l o g i e s ,  P a l o  A l t o ,  C A ,  U S A ) .  A n  A l l t e c h  B R A V A  B D S  c o l u m n  ( 2 5  c m  x  
4 . 6  m m ,  p a r t i c l e  s i z e  5  p m )  w a s  u s e d .  T h e  m o b i l e  p h a s e  f l o w  w a s  m a i n t a i n e d  a t  1  
m L  m i n - I .  S e p a r a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  a t  2 0 ° c .  U V  d e t e c t o r  w a s  a t  2 2 5  n m  u n l e s s  
o t h e r w i s e  s t a t e d .  
4 . 2 . 2  C E  i n s t r u m e n t a t i o n  
C E  s e p a r a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  u s i n g  t h e  s y s t e m  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  2 .  
T h e  f u s e d  s i l i c a  c a p i l l a r i e s  ( C o m p o s i t e  M e t a l  S e r v i c e s  l t d . ,  T h e  C h a s e ,  H a l l o w ,  
W o r c s .  W R 2  6 L D )  w e r e  6 4  c m  i n  l e n g t h  ( 5 6  c m  t o  t h e  d e t e c t o r )  w i t h  a n  i n t e r n a l  
d i a m e t e r  o f  5 0  p m  u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d .  
4 . 2 . 3  R e a g e n t s  
A l l  c o m p o u n d s  i n v e s t i g a t e d  i n  t h e  s e p a r a t i o n s  h a d  p u r i t y  9 9 %  a n d  w e r e  
u s e d  w i t h o u t  f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n .  M o n t e l u k a s t  s o d i u m  w a s  k i n d l y  s u p p l i e d  b y  
M e r c k ,  S h a r p  &  D o h r n e  I r l  L t d .  ( B a l l y d i n e ,  K i l s h e e l a n ,  C o .  T i p p e r a r y ,  I r e l a n d ) .  
N a H 2 P 0 4 ,  H C 1 ,  N a O H ,  s o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e ,  ( 2 - h y d r o x y p r o p y 1 ) - a -  
c y c l o d e x t r i n  ( M S  -  0 . 6 ) ,  ( 2 - h y d r o x y p r o p y 1 ) - P - c y c l o d e x t r i n  ( D S  -  4 -  1  O ) ,  ( 2 -  
h y d r o x y p r o p y 1 ) - y - c y c l o d e x t r i n  ( M S  -  0 . 6 ) ,  y - c y c l o d e x t r i n ,  K B r  w e r e  p u r c h a s e d  
f r o m  S i g m a - A l d r i c h ,  D u b l i n ,  I r e l a n d .  M e t h a n o l  ( H P L C  g r a d e )  a n d  a c e t o n i t r i l e  
( H P L C  g r a d e )  w e r e  f r o m  L a b - S c a n ,  D u b l i n  I r e l a n d .  B o r i c  a c i d  w a s  f r o m  R i e d e l -  
d e  H a e n ,  S e e l z e ,  G e r m a n y .  B u f f e r s  w e r e  p r e p a r e d  u s i n g  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  
a d j u s t e d  u s i n g  1  M  a n d  0 . 1  M  N a O H  a n d  0 . 1  M  H C 1 .  
4 . 2 . 4  S t a n d a r d s  
S t o c k  s o l u t i o n s  o f  1  r n M  o r  1 0  m M  m o n t e l u k a s t  s o d i u m  w e r e  p r e p a r e d  in 
m e t h a n o l  . F o r  C E  e x p e r i m e n t s .  F o r  t h e  H P L C  e x p e r i m e n t  8 . 2  m M  s t o c k  s o l u t i o n  o f  
m o n t e l u k a s t  s o d i u m  w a s  p r e p a r e d  i n  w a t e r : A C N = 2 0 : 8 0  ( v J v ) .  A l l  w e r e  k e p t  i n  
a m b e r  f l a s k s .  S a m p l e s  o f  m o n t - e l u k a s t  f o r  a n a l y s i s  w e r e  e x p o s e d  t o  t h e  l i g h t  a n d  
a i r  ( o x y g e n )  f o r  4  d a y s  u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d .  
4 . 2 . 5  P r o c e d u r e  
A l l  p r o c e d u r e s  w i t h  m a n t e f u k a s t  s o d i u m  w e r e  p e r f o r m e d  i n  a  d a r k  r o o m .  
A l l  b u f f e r s  w e r e  f i l t e r e d  t h r o u g h  a  0 . 2  p r n  f i l t e r  b e f o r e  u s e .  S e p a r a t i o n s  w e r e  
c a r r i e d  o u t  a t  3 0  k V  e l e c t r o p h o r e t i c  v o l t a g e  a n d  t e m p e r a t u r e  2 0 ° C .  I n j e c t i o n s  w e r e  
h y d r o d y n a m i c  5 0  m b a r  f o r  2  s e c .  C o n d i t i o n i n g  b e t w e e n  r u n s  w a s  p e r f o r m e d  w i t h  
0 . 1  M  N a O H  f o r  1  m i n ,  f o l l o w e d  b y  M e O H  f o r  1  m i n  a n d  r u n  b u f f e r  f o r  2  m i n .  
A l l  s e p a r a t i o n s  w e r e  r e p e a t e d  a t  l e a s t  t h r e e  t i m e s .  
4 . 3  R E S U L T S  A N D  D I S C U S S I O N  
4 . 3 . 1  H P L C  
I n  o r d e r  t o  b e  a b l e  t o  o b s e r v e  i m p u r i t i e s  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  i n j e c t  l a r g e  
s a m p l e  c o n c e n t r a t i o n .  W h i l e  t h i s  c h a p t e r ' s  m a i n  f o c u s  w a s  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  
C E  m e t h o d ,  i t  w a s  f i r s t  d e s i r a b l e  t o  d e t e c t  t h e  i m p u r i t i e s  i n  t h e  H P L C  s e p a r a t i o n  
a n d  c o m p a r e  t h e  r e s u l t s  w i t h  t h e  l i t e r a t u r e .  I n  t h e  w o r k  o f  R a d h a k r i s h n a  e t  a l .  [ 1 6 ]  
t h e  i m p u r i t i e s  o f  m o n t e l u k a s t  s o d i u m  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  H P L C  m e t h o d .  A  h i g h -  
l o w  c h r o m a t o g r a p h y  t e c h n i q u e  w a s  e m p l o y e d  i n  t h i s  c a s e .  
' " " i  ,  ,  ,  ,  ,  *  ,  ,  ,  ,  
0  
7." 3 0  
R e t e n t i n n  t u n e ,  m i n  
l d ,  
I " " I ' " V E " " I " " 1 " " I " " I ' " '  
0  5  1 0  1 5  2  0  2  5  3  0  5 5  
R e t e n t i o n  t i m e ,  m i n  
F i g u r e  4 . 2 .  A  -  h i g h - l o w  c h r o m a t o g r a m  o f  m o n t e l u k a s t .  B  -  e x p a n d e d  h i g h - l o w  
c h r o m a t o g r a m  o f  m o n t e l u k a s t .  C h r o m a t o g r a p h i c  c o n d i t i o n s :  A l l t e c h  B R A V A  B D S  
C I 8  c o l u m n ,  2 5 0 * 4 . 6  m m ,  5  p m  c o l u m n ;  m o b i l e  p h a s e  0 . 0 2 5  M  N a H 2 P 0 4  p H  
3 . 7 : A C N  =  2 0 : 8 0  ( v / v ) ,  f l o w  r a t e  1  r n L  m i n - '  ;  i n j e c t i o n  1 0  p L ;  d e t e c t i o n  a t  2 0 0  n m .  
P e a k  i d e n t i f i c a t i o n :  1 - 9 ,  1 1  -  n o t  i d e n t i f i e d ,  1 0  -  m o n t e l u k a s t .  C o n c e n t r a t i o n  o f  
m o n t e l u k a s t  1 . 6 4  m M .  
T h e  a i m  o f  t h e  m e t h o d  w a s  t o  a n a l y s e  t h e  s a m p l e  c o n t a i n i n g  a  h i g h  
c o n c e n t r a t i o n  o f  m a n t e l u k a s t  a n d  i m p r o v e  s e n s i t i v i t y  t o w a r d  l o w - l e v e l  i m p u r i t i e s .  
T h e  w e i g h t  p e r c e n t a g e  o f  e a c h  i m p u r i t y  p r e s e n t  i n  t h e  s a m p l e  w a s  c a l c u l a t e d  b y  
c o m p a r i n g  i t s  r e s p o n s e  t o  Ule r e s p o n s e  o f  d i l u t e d  m o n t e l u k a s t  ( 0 , 5 % ) ,  p r e p a r e d  
€ r a m  c o n c e n t r a t e d  s a m p l e  ( 5  m g  m ~ - ' ) .  T h r e e  u n k n o w n  i m p u r i t i e s  a n d  c i s - i s o m e r  
w e r e  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  m a i n  c o m p o n e n t  i n  l e s s  t h a n  3 5  m i n ,  S i n c e  t h i s  w a s  t h e  
o n l y  a v a i l a b l e  i n f o r m a t i o n  a b o u t  i m p u r i t i e s  o f  m o n t e l u k a s t  s o d i u m ,  i t  w a s  t a k e n  
i n t o  a c c o u n t  f o r  f u t u r e  i n v e s t i g a t i o n .  
F i g u r e  4 . 3 .  C h r o m a t o g r a m  o f  t h e  i n j e c t i o n  o f  w a t e r : A C N  =  2 0 : 8 0  ( v l v ) .  
C h r o m a t o g r a p h i c  c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  4 . 2 .  P e a k s  1 - 6  n o t  i d e n t i f i e d .  
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T h e  m e t h o d  r e p o r t e d  b y  R a d h a k r i s h n a  e t  a l .  [ 1 6 ]  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  
s a m p l e  o f  m o n t e l u k a s t  s o d i u m  u n d e r  i n v e s t i g a t i o n .  T h e  r e s u l t a n t  c h r o m a t o g r a m  i s  
s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 2 .  T h e  e l u t i o n  t i m e  o f  m o n t e l u k a s t  ( p e a k  1 0  o n  t h e  
c h r o m a t o g r a m )  w a s  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  c h r o m a t o g r a m  i n  t h e  w o r k  [ 1 6 ] .  T h e  
n u m b e r  o f  o b t a i n e d  p e a k s  e x c e e d e d  t h e  n u m b e r  o f  p e a k s  i n  w o r k  o f  R a d h a k r i s h n a  
e t  a l .  [ 1 6 ] .  F o u r  p e a k s  i n  t h i s  s e p a r a t i o n  b e l o n g e d  t o  t h e  i m p u r i t i e s  o f  t h e  s o l v e n t ,  
i n  w h i c h  a  f r e s h  s a m p l e  o f  m o n t e l u k a s t  w a s  p r e p a r e d .  F i g u r e  4 . 3  s h o w s  a  
c h r o m a t o g r a m  o b t a i n e d  a f t e r  t h e  i n j e c t i o n  o f  w a t e r : A C N  =  2 0 : 8 0  ( v / v ) .  P e a k s  1 ,  
2 ,  4  a n d  5  w i t h  t h e  e l u t i o n  t i m e s  2 . 0 6  m i n ,  2 . 2 7  m i n ,  4 . 0 3  m i n  a n d  8 . 1 4  m i n ,  
r e s p e c t i v e l y ,  c o r r e s p o n d e d  t o  p e a k s  1  ( 2 . 0 7  m i n ) ,  2  ( 2 . 2 8  m i n ) ,  4  ( 4 . 0 3  m i n )  a n d  
8  ( 8 . 1 3 )  i n  F i g u r e  4 . 2 .  I t  h a s  t o  b e  n o t e d  t h a t  t h e  e l u t i o n  t i m e  o f  p e a k  6  i n  t h e  
i n j e c t i o n  o f  t h e  s o l v e n t  ( 1 2 . 1 5  m i n )  w a s  i d e n t i c a l  t o  t h e  m o n t e l u k a s t  p e a k  ( 1 2 . 1 5  
m i n )  i n  F i g u r e  4 . 3 .  T h i s  l e a d s  t o  t h e  v i e w  t h a t  t h e  m e t h o d  o f  R a d h a k r i s h n a  e t  a l .  
[ 1 6 ]  w a s  n o t  c o m p l e t e l y  s u i t a b l e  f o r  t h e  a n a l y s e d  s y s t e m ,  u n l e s s  t h e  a r e a  o f  t h a t  
p e a k  w a s  i g n o r e d  d u e  t o  i t s  s m a l l  v a l u e .  
P e a k  9  o n  t h e  c h r o m a t o g r a m  o f  t h e  m o n t e l u k a s t  w a s  p r o p o s e d  t o  b e  a  c i s -  
i s o m e r  o f  m o n t e l u k a s t  a s  i t  c o r r e s p o n d e d  t o  t h e  i d e n t i f i e d  p e a k  i n  w o r k  o f  
R a d h a k r i s h n a  a n d  c o l l e a g u e s  [ 1 6 ] .  P e a k s  5  a n d  1 1  a l s o  a g r e e d  w i t h  t h e  e l u t i o n  
t i m e s  o f  t w o  i m p u r i t i e s  i n  t h e  l i t e r a t u r e  [ 1 6 ] .  O n e  o f  t h e  p e a k s  i n  t h e  s a m p l e  o f  
R a d h a k t l s h n a  e t  a l .  [ 1 6 ]  d i d  n o t  c o r r e s p o n d  t o  a n y  o f  t h e  p e a k s  i n  F i g u r e  4 . 2  
w h e r e  s e v e r a l  o t h e r  p e a k s  w e r e  p r e s e n t .  T h i s  a n d  o t h e r  o b t a i n e d  p e a k s  c o u l d  b e  
d u e  t o  t h e  s p e c i f i t y  o f  t h e  a n a l y s e d  s a m p l e  o f  m o n t e l u k a s t  s o d i u m .  
T h e  c h r o m a t o g r a p h i c  a n a l y s i s  o f  t h e  s a m p l e  u n d e r  t h e  i n v e s t i g a t i o n  
s h o w e d  a t  l e a s t  6  p e a k s  o f  d i f f e r e n t  i n t e n s i t y  ( p e a k s  3 ,  5 ,  6 ,  7 ,  9  a n d  1  1 ) ,  w h i c h  
c o u l d  r e p e s e n t  t h e  p o t e n t i a l  i m p u r i t i e s ,  a l t h o u g h  a  n u m b e r  o f  l e s s  s i g n i f i c a n t  
p e a k s  w e r e  p r e s e n t  o n  t h e  c h r o m a t o g r a m .  
4 . 3 . 2  C Z E  
T h e  c o m m o n  d r a w b a c k  o f  t h e  C E - U V  a n a l y s i s  i s  p o o r  s e n s i t i v i t y .  T h i s  
c o u l d  s t r o n g l y  a f f e c t  t h e  a i m  o f  t h i s  s t u d y  t o  d e v e l o p  a  s e p a r a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  
a n d  i m p u r i t i e s ,  a s  t h e  i m p u r i t i e s  i n  m o n t e l u k a s t  s o d i u m  a r e  p r e s e n t  a t  e l e v a t e d  
l e v e l s .  I t  w a s  t h o u g h t  t h a t  i n t e n t i o n a l  e x p o s u r e  o f  t h e  m o n t e l u k a s t  s o d i u m  s a m p l e  
t o  t h e  l i g h t  a n d  a i r  ( o x y g e n )  w o u l d  c a u s e  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  
p o t e n t i a l  i m p u r i t i e s ,  w h i c h  w o u l d  b e  d e s i r a b l e  e s p e c i a l l y  f o r  t h e  m e t h o d  
d e v e l o p m e n t .  
S e v e r a l  m o d e s  o f  C E  w e r e  t e s t e d  i n  o r d e r  t o  s e p a r a t e  i m p u r i t i e s  o f  
m o n t e l u k a s t  s o d i u m .  F i g u r e s  4 . 5 - 4 . 7  s h o w  e l e c t r o p h e r o g r a m s  i n  C Z E ,  M E K C  a n d  
C D - M E K C  m o d e s .  F r e e  z o n e  e l c t r o p h o r e s i s  ( F i g u r e  4 . 5 )  w a s  f o u n d  t o  b e  
u n s u i t a b l e  f o r  s u c h  a  c h a l l e n g i n g  p r o b l e m  a n d  o n l y  a  s i n g l e  p e a k  w a s  o b t a i n e d  i n  
t h i s  s e p a r a t i o n .  M o n t e l u k a s t  a n d  i t s  i m p u r i t i e s  p o s s e s s  a  n e g a t i v e  c h a r g e  a t  t h e  
c o n d i t i o n s  o f  t h e  s e p a r a t i o n  ( p H  9 . 2 )  a n d  c o m i g r a t e  a g a i n s t  E O F  w i t h  c o m p a r a b l e  
v e l o c i t i e s ,  w h c h  p o i n t s  t o  t h e i r  h i g h  s i m i l a r i t y  i n  s t r u c t u r e .  T h e  p H  o f  t h e  
e x p e r i m e n t  w a s  t h e n  g r a d u a l l y  i n c r e a s e d  t o  1 0 . 2 .  A  c h a n g e  i n  m o b i l i t y  w a s  
o b s e r v e d  b u t  n o  s e p a r a t i o n  o f  t h e  c o m p o u n d s  w a s  o b s e r v e d .  
F i g u r e  4 . 5 .  E l e c t r o p h e r o g r a m  o f  C Z E  s e p a r a t i o n  o f  M K .  S e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s :  2 0  
m M  b o r a t e  b u f f e r  p H  9 . 2 ,  3 0  k V ,  2 0 ° C ,  h y d r o d y n a m i c  i n j e c t i o n  2  s e c . ,  d e t e c t i o n  a t  
2 2 5  n m ,  c a p i l l a r y  5 6 c m  ( 4 8 c m ) ,  5 0  p m  i . d .  1 m M  M K  i n  m e t h a n o l  e x p o s e d .  
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M o n t e l u k a s t  s o d i u m  i s  q u i t e  a  h y d r o p h o b i c  c o m p o u n d  a s  i t s  l o g & ,  i s  2 . 3  
( T a b l e  4 . 1 ) . T h e  r e s o l v i n g  p o w e r  o f  M E K C  [ 2  1 1  p r o v i d e s  s e p a r a t i o n  c a p a b i l i t y  f o r  
c o m p o u n d s  o f  h y d r o p h o b i c  n a t u r e .  T h e  h y d r o p h o b i c  p r o p e r t i e s  o f  m o n t e l u k a s t  
w o u l d  i n d u c e  i t s  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  t h e  m i c e l l e s .  F i g u r e  4 . 6  s h o w s  t h e  
e l e c t r o p h e r o g r a m  o f  M E K C  s e p a r a t i o n  o f  e x p o s e d  s a m p l e  o f  m o n t e l u k l a s t  
s o d i u m .  A  m i c e l l e - f o r m i n g  a d d i t i v e  S D S ,  w a s  i n t r o d u c e d  t o  t h e  r u n  b u f f e r  i n  
c o n c e n t r a t i o n  f r o m  2 . 5  m M  t o  5 0  m M .  A d d i t i o n a l  p e a k s  w e r e  o b s e r v e d  i n  t h e  
e l e t r o p h e r o g r a m s .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  a t  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  S D S  t h e y  e l u t e d  t h e  
c a p i l l a r y  w i t h  b e t t e r  r e s o l u t i o n  t h a n  a t  h i g h e r  S D S  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  o p t i m u m  
w a s  f o u n d  t o  b e  a t  6  m M  S D S ,  w h i c h  i s  l o w e r  t h a n  t h e  c r i t i c a l  m i c e l l e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  S D S ,  8 . 2 m M  ( t h i s  m a g n i t u d e  i s  l o w e r  i n  a  b u f f e r  s o l u t i o n  t h a n  i n  
w a t e r )  [ 2 2 ] .  T h u s  t h e  m e c h a n i s m  o f  a c t u a l  M E K C  s e p a r a t i o n  s h o u l d  b e  
q u e s t i o n e d  i n  t h i s  s e p a r a t i o n .  
F i g u r e  4 . 6 .  E l e c t r o p h e r o g r a m  o f  M E K C  s e p a r a t i o n  o f  M K .  S e p a r a t i o n  c o n d . :  2 0  
m M  b o r a t e  b u f f e r  p H  9 . 2  6  m M  S D S ,  3 0  k V ,  2 0 ° C ,  h y d r o d y n a m i c  i n j e c t i o n  2  s e c . ,  
d e t e c .  a t  2 2 5  n m ,  c a p i l l a r y  5 6 c m  ( 4 8 c m ) ,  5 0  p m  i . d .  1 m M  M K  i n  m e t h a n o l  e x p o s e d .  
4 . 3 . 4  C D - M E K C  
4 . 3 . 4 . 1  T h e  t y p e  o f  c y c l o d e x t r i n  
I t  i s  k n o w n  t h a t  o n e  o f  t h e  m a i n  i m p u r i t i e s  i n  m o n t e l u k a s t  s o d i u m  i s  i t s  
c i s - i s o m e r .  T h e  a d d i t i o n  o f  c y c l o d e x t r i n  t o  t h e  r u n  b u f f e r  s h o u l d  h a v e  a  p o s i t i v e  
e f f e c t  o n  t h i s  s e p a r a t i o n  a n d  h e l p  t o  r e s o l v e  s u c h  c l o s e l y  s t r u c t u r e d  c o m p o u n d s .  A  
r a n g e  o f  c y c l o d e x t r i n s  w a s  i n v e s t i g a t e d  i n  t h i s  s t u d y .  T h e  e l e c t r o p h e r o g r a m s  
i l l u s t r a t i n g  t h e  s e p a r a t i o n s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 7 .  A  c o n c e n t r a t i o n  o f  5  m M  o f  
e a c h  c y c l o d e x t r i n  w a s  a d d e d  t o  t h e  r u n  b u f f e r  c o n t a i n i n g  2 0  m M  b o r a t e  a t  p H  9 . 2 ,  
w i t h  6  m M  S D S .  T h i s  c o m p o s i t i o n  w a s  o p t i m i s e d  i n  a d v a n c e .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  
t h e  s e p a r a t i o n  w i t h  2 H P - a - C D  o r  2 H P - P - C D  w a s  n o t  s u c c e s s f u l ,  a s  i t  r e s u l t e d  i n  
c o e l u t i o n  o f  t h e  a n a l y t e  a n d  i m p u r i t i e s .  T h e  a d d i t i o n  o f  2 H P - y - C D  a n d  y - C D  
i m p r o v e d  t h e  s e p a r a t i o n  a n d  s e v e r a l  a d d i t i o n a l  p e a k s  c o u l d  b e  n o t e d  i n  F i g u r e  4 . 7  
( C ,  D ) .  T h e s e  r e s u l t s  p o i n t e d  t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e  s i z e  o f  t h e  c a v i t y  o f  t h e  e m p l o y e d  
c y c l o d e x t r i n s  p l a y e d  t h e  k e y  r o l e  i n  t h e  s e p a r a t i o n .  T h e  c a v i t y  o f  2 H P - a - C D  a n d  
2 H P - P - C D  w a s  n o t  l a r g e  e n o u g h  f o r  t h e  m o l e c u l e  o f  m o n t e l u k a s t  o r  i t s  c i s - i s o m e r  
t o  p e n e t r a t e  t h e  c y c l o d e x t r i n  a n d  f o r m  t h e  i n c l u s i o n  c o m p l e x .  T h e  d i a m e t e r  o f  t h e  
c a v i t y  o f  y - C D  i s  r e p o r t e d  t o  b e  1 0 A  [ 2 3 ] .  T h i s  i s  l i k e l y  t o  h a v e  a l l o w e d  t h e  
f o r m a t i o n  o f  t h e  i n c l u s i o n  c o m p l e x  o f  t h e  m o l e c u l e  o f  a n a l y t e  a n d  c y c l o d e x t r i n  t o  
o c c u r .  
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F i g u r e  4 . 7 .  E l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  C D - M E K C  s e p a r a t i o n  o f  M K .  S e p a r a t i o n  c o n d . :  
2 0  m M  b o r a t e  b u f f e r  p H  9 . 2 , 6  m M  S D S ,  5  m M  o f  A  -  2 H P - a - C D ,  B  -  2 H P - P - C D ,  
C  -  2 H P - y - C D ,  D  -  y - C D ,  3 0  k V ,  2 0 ° C ,  h y d r o d .  i n j .  2  s e c . ,  d e t e c .  a t  2 2 5  n m ,  
c a p i l l a r y  6 4  c m  ( 5 6  c m ) ,  5 0  p m  i . d .  1 m M  M K  i n  m e t h a n o l  e x p o s e d .  
I n t e r e s t i n g l y ,  M e r a s  e t  a l .  [ 2 0 ]  s t u d i e d  t h e  c o m p l e x a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  
a n d  h e p t a k i s - ( I  ,  6 - d i - 0 - m e t h y l )  s u b s i t u t e s  o f  P - c y c l o d e x t r i n  u s i n g  f l u o r i m e t r y .  
T h e i r  i n v e s t i g a t i o n  s h o w e d  t h a t  a  c o m p l e x  b e t w e e n  m o n t e l u k a s t  a n d  c y c l o d e x t r i n  
w a s  f o r m e d .  T h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  o f  t h e  i n c l u s i o n  c o m p l e x  w a s  f o u n d  t o  b e  
9 5 9  M - ' .  T h e  c y c l o d e x t r i n  i n v e s t i g a t e d  i n  t h i s  w o r k  a n d  i n  w o r k  [ 2 0 ]  a r e  
s u b s t i t u t e s  o f  P - C D  a n d  t h u s  t h e  c a v i t y  o f  b o t h  c y c l o d e x t r i n s  s h o u l d  b e  s i m i l a r  i n  
s i z e  ( 7  g l u c o s e  u n i t e  i n  t h e  r i n g ) .  
T h e r e  c a n  b e  s e v e r a l  r e a s o n s  f o r  t h e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  b e h a v i o u r  o f  
c y c l o d e x t r i n s .  F i r s t l y ,  t h e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  n a t u r e  o f  f u n c t i o n a l  g r o u p s  o f  P -  
c y c l o d e x t r i n s  a n d  t h e  d e g r e e  o f  c y c l o d e x t r i n  s u b s t i t u t i o n  c a n  m a k e  s i g n i f i c a n t  
i n p a c t  o n  t h e  r e s u l t s  [ 2 4 ] .  S e c o n d l y ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c y c l o d e x t r i n  c a n  h a v e  a n  
e f f e c t .  I n  t h i s  s t u d y  5  m M  2 H P - y - C D  w a s  u s e d  w i t h  I  m M  m o n t e l u k a s t  ( b e f o r e  
t h e  s a m p l e  w a s  e x p o s e d ) .  I n  t h e  w o r k  o f  M e r a s  e t  a l .  [ 2 0 ]  i t  w a s  d e m o n s t r a t e d  
t h a t  g r e a t e r  t h a n  1 0 0 0  t i m e s  C D  -  m o n t e l u k a s t  m o l a r  c o n c e n t r a t i o n  r a t i o  d i d  s h o w  
i n c l u s i o n .  C y c l o d e x t r i n  w a s  e m p l o y e d  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  6 . 9  m M  w h i l e  t h e  
i n v e s t i g a t e d  l e v e l  o f  m o n t e l u k a s t  w a s  1 . 8  p M  [ 2 0 ] .  S u c h  a  l o w  c o n c e n t r a t i o n  o f  
m o n t e l u k a s t  c o u l d  n o t  b e  i n v e s t i g a t e d  i n  t h i s  w o r k  a s  t h e  o b j e c t i v e  w a s  t o  s t u d y  
t h e  i m p u r i t i e s .  T h i r d l y ,  t h e  s o l v e n t  e m p l o y e d  i n  t h e  s t u d y  o f  M e r a s  e t  a l .  [ 2 0 ]  
c o n s i s t e d  o f  e t h a n o l ,  a c e t a t e  b u f f e r  a n d  w a t e r .  A t  s u c h  c o n d i t i o n s  m o n t e l u k a s t  i s  
i n  i t s  p r o t o n a t e d  f o r m ;  a c c o r d i n g  t o  t h e  r e s u l t s  o f  t h i s  p a p e r  p K a  o f  m o n t e l u k a s t  i s  
2 . 9 .  F o r  t h e  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e t i c  a n a l y s i s  m o n t e l u k a s t  h a s  n e g a t i v e  c h a r g e  a s  
b o r a t e  b u f f e r  p H  9 . 2  w a s  u s e d .  T h e  h y d r o p h o b i c  i n c l u s i o n  i s  l e s s  l i k e l y  t o  o c c u r  
w h i l e  t h e  g u e s t  m o l e c u l e  w a s  c h a r g e d .  
O n e  m a j o r  p e a k  a n d  o n e  p e a k  o f  a  l o w e r  i n t e n s i t y  c a n  b e  s e e n  i n  t h e  
e l e c t r o p h e r o g r a m  i n  F i g u r e  4 . 7  w i t h  y - C D  a n d  2 H P - y - C D .  O n e  o f  t h e  p e a k s  i s  
m o n t e l u k a s t .  T h e  s e c o n d  p e a k  i s  l i k e l y  i t s  c i s - i s o m e r  a s  t h e  s a m p l e  w a s  e x p o s e d  
t o  t h e  l i g h t  a n d  a i r  f o r  4  d a y s .  
T h e r e  w e r e  o t h e r  m i n o r  p e a k s  s e p a r a t e d  w i t h  t h e  i n v e s t i g a t e d  c o n d i t i o n s .  
A t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  5  m M  t h e  n u m b e r  o f  p e a k s  s e p a r a t e d  w i t h  2 H P - y - C D  w a s  
h i g h e r  t h a n  w i t h  y - C D .  A l s o ,  t a i l i n g  o f  p e a k s  c o u l d  b e  n o t e d  i n  t h e  s e p a r a t i o n  w i t h  
y - C D ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  m o b i l i t y  o f  t h e  a n a l y t e s  i s  l o w e r  t h a t  t h e  m o b i l i t y  o f  t h e  
b u f f e r  1 2 5 1 .  P e a k s  1  a n d  2  o n  t h e  e l e c t r o p h e r o g r a m  o f  t h e  s e p a r a t i o n  w i t h  2 H P - y -  
C D  a r e  d u e  t o  b u f f e r  c o n s t i t u e n t s .  T h e i r  p r e s e n c e  w a s  o b s e r v e d  o n  t h e  
e l e c t r o p h e r o g r a m  o f  t h e  b l a n k  i n j e c t i o n .  T h e  n u m b e r  o f  t h e  p e a k s  ( 6 )  m a t c h i n g  
t h e  i m p u r i t i e s  f o r m e d  a f t e r  t h e  e x p o s u r e  o f  t h e  m o n t e l u k a s t  t o  t h e  l i g h t  a n d  a i r  
c o r r e s p o n d e d  t o  t h e  n u m b e r  o f  i m p u r i t i e s  o b t a i n e d  i n  t h e  s e p a r a t i o n  b y  H P L C  
m e t h o d  ( F i g u r e  4 . 2 ) .  
4 . 3 . 4 . 2  I d e n t i f i c a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  
I n  o r d e r  t o  i d e n t i f y  t h e  p e a k  d u e  t o  m o n t e l u k a s t  i n  t h e  s e p a r a t i o n  w i t h  
2 H P - y - C D  t h e  e f f e c t i v e  m o b i l i t y  o f  a  f r e s h  m o n t e l u k a s t  s a m p l e  w a s  c o m p a r e d  t o  
t h e  e f f e c t i v e  m o b i l i t y  o f  t w o  m a i n  p e a k s  i n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  t h e  s a m p l e  e x p o s e d  
t o  d a y l i g h t  a n d  a i r  o v e r  a  p e r i o d  o f  t i m e .  T h e  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  4 . 2 .  
T a b l e  4 . 2 .  E f f e c t i v e  m o b i l i t y  o f  m o n t e l u k a s t  a n d  c i s - i s o m e r  i n  t h e  f r e s h  s a m p l e s  a n d  
e x p o s e d  i n  t i m e .  S e p a r a t i o n  c o n d . :  2 0  m M  b o r a t e  b u f f e r  p H  9 . 2 ,  6  m M  S D S ,  5  m M  
2 H P - y - C D ,  n = 3 .  
P e a k  5 *  P e a k  8 *  
S a m p l e  M K  E f f e c t i v e  m o b i l i t y ,  % R S D  E f f e c t i v e  m o b i l i t y ,  % R S D  
1  m M  
- 1  - 1  
c m 2 v  s  c m 2  v - '  i 1  
F r e s h  -  - 1  1 . 8 9  0 . 5 4  
E x p o s e d ,  1  d a y  - 9 . 9 5  l o - '  0 . 3 0  - 1 1 . 2 5  l o - '  0 . 5 2  
E x p o s e d ,  2 d a y s  - 1 0 . 4 6  0 . 7 2  - 1 1 . 8 3  0 . 6 9  
E x p o s e d ,  3  d a y s  - 1 0 . 5 3  1 0 "  0 . 3 2  - 1 1 . 8 2  0 . 2 8  
E x p o s e d ,  4  d a y s  - 1 0 . 5 4  1 0 - 5  0 . 4 0  - 1  1 . 7 7  0 . 5 7  
E x p o s e d ,  1 5  d a y s  - 1 0 . 2 3  0 . 3 9  - 1  1 . 3 4  0 . 2 8  
" t h e n u m e r a t i o n  o f  t h e  p e a k s  c o r r e s p o n d  t o  t h e  F i g u r e  4 . 7 ( C ) .  
T h e  n e g a t i v e  v a l u e s  o f  t h e  m o b i l i t y  o f  m o n t e l u k a s t  a n d  i t s  c i s - i s o m e r  
m e a n  t h a t  t h e  m o l e c u l e s  m i g r a t e d  a g a i n s t  E O F .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  m o b i l i t y  o f  
p e a k  8  i n  t h e  s e p a r a t i o n  w i t h  2 H P - y - C D  ( F i g u r e  4 . 7 ( C ) )  c o r r e s p o n d e d  t o  t h e  
e f f e c t i v e  m o b i l i t y  o f  m o n t e l u k a s t  i n  t h e  f r e s h  s a m p l e .  T h e  e f f e c t i v e  m o b i l i t y  o f  
m o n t e l u k a s t  w a s  c o n s i s t e n t  w h i l e  t h e  s a m p l e  w a s  e x p o s e d  t o  t h e  l i g h t  a n d  a i r  f o r  
u p  t o  1 5  d a y s .  I t  h a s  t o  b e  n o t e d  t h a t  t h e  a r e a  o f  m o n t e l u k a s t  p e a k  8  i n  F i g u r e  
4 . 7 ( C )  i s  s m a l l e r  t h a n  a r e a  o f  p e a k  5 ,  w h i c h  i s  s u p p o s e d l y  i t s  c i s - i s o m e r .  T h i s  
s a m p l e  w a s  e x p o s e d  t o  t h e  d a y l i g h t  a n d  a i r  f o r  a p p r o x i m a t e l y  4  d a y s ,  w h e n  m o s t  
o f  t h e  m o n t e l u k a s t  w a s  c o n v e r t e d  t o  t h e  i s o m e r .  
T a b l e  4 . 3 .  E f f e c t i v e  m o b i l i t y  o f  m o n t e l u k a s t  a n d  c i s - i s o m e r  i n  t h e  f r e s h  s a m p l e s  a n d  
e x p o s e d  i n  t i m e .  S e p a r a t i o n  c o n d . :  2 0  m M  b o r a t e  b u f f e r  p H  9 . 2 ,  6  m M  S D S ,  5  m M  
y - C D ,  n = 3 .  
P e a k  2 *  P e a k  5 *  
S a m p l e  M K  E f f e c t i v e  m o b i l i t y ,  % R S D  E f f e c t i v e  m o b i l i t y ,  % R S D  
1  m M  c m 2  v - '  s - '  c m 2  v '  s - '  
F r e s h  -  - 1 5 . 0 4  0 . 2 4  
E x p o s e d ,  - 1 3 . 6 8  0 . 6 7  - 1 5 . 2 8  0 . 2 4  
4  d a y s  
*  t h e  n u m e r a t i o n  o f  t h e  p e a k s  c o r r e s p o n d  t o  t h e  F i g u r e  4 . 7 ( D ) .  
A  s i m i l a r  s t u d y  w a s  p e r f o r m e d  t o  i d e n t i f y  t h e  m o n t e l u k a s t  p e a k  i n  t h e  
s e p a r a t i o n  w i t h  y - C D .  T h e  e f f e c t i v e  m o b i l i t y  i s  s h o w n  i n  T a b l e  4 . 3 .  T h u s  t h e  
m o b i l i t y  o f  p e a k  5  i n  F i g u r e  4 . 7 ( D )  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  m o b i l i t y  o f  t h e  m o n t e l u k a s t  
i n  a  f r e s h  s a m p l e .  E v e n  t h o u g h  t h e  s t u d y  o n  t h e  i n c l u s i o n  c o m p l e x a t i o n  o f  y - C D  
a n d  2 H P - y - C D  a n d  m o n t e l u k a s t  w a s  n o t  p e r f o r m e d ,  t h e  o b t a i n e d  d a t a  o n  t h e  
e f f e c t i v e  m o b i l i t y  c a n  r e p r e s e n t  t h i s  i n f o r m a t i o n  t o  s o m e  e x t e n t .  T h e  i n c l u s i o n  o f  
a n a l y t e  m o l e c u l e  i n  2 H P - y - C D  o c c u r r e d  t o  a  g r e a t e r  d e g r e e  t h a n  i n  y - C D ,  a s  t h e  
e f f e c t i v e  m o b i l i t y  h a d  a  l e s s  n e g a t i v e  m a g n i t u d e .  T h e  m o l e c u l e s  o f  c y c l o d e x t r i n  
d i d  n o t  p o s s e s  t h e i r  o w n  m o b i l i t y  a t  t h e  c o n d i t i o n s  o f  t h e  e x p e r i m e n t  a s  t h e y  w e r e  
n e u t r a l  a n d  m i g r a t e d  a l o n g  t h e  c a p i l l a r y  w i t h  E O F .  A n y  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  a n a l y t e  
m o l e c u l e ,  w h i c h  p o s s e s s e s  n e g a t i v e  m o b i l i t y ,  w i t h  a  n e u t r a l  s p e c i e s  w o u l d  r e s u l t  
i n  t h e  c h a n g e  o f  t h e  a n a l y t e  m o b i l i t y  t o  t h e  l e s s  n e g a t i v e  m a g n i t u d e  a s  t h e  g e n e r a l  
m o b i l i t y  o f  t h e  c o m p l e x .  T h e  s t r o n g e r  i n t e r a c t i o n  w o u l d  l e a d  t o  a  g r e a t e r  c h a n g e  
i n  t h e  m o b i l i t y .  T h e  e f f e c t i v e  m o b i l i t y  o f  m o n t e l u k a s t  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  s e p a r a t i o n  
w i t h  2 H P - y - C D  w a s  - 1 1 . 8 9  l o - '  c m 2  V - '  S - l ,  w h i c h  i s  h i g h e r  t h a n  t h e  m o b i l i t y  o f  
m o n t e l u k a s t a t  i n  t h e  c a s e  o f  s e p a r a t i o n  w i t h  y - C D  - 1  5 . 0 4  l o - '  c m 2  V - I  s " .  
4 . 3 . 4 . 3  C o n c e n t r a t i o n  o f  c y c l o d e x t r i n s  
B o t h  c y c l o d e x t r i n s  ( y - C D  a n d  2 H P - y - C D )  h a d  s h o w n  a n  i m p r o v e m e n t  i n  
t h e  s e p a r a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  a n d  i t s  i m p u r i t i e s ,  t h e r e f o r e  i t  w a s  d e c i d e d  t o  
i n v e s t i g a t e  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  e a c h  c y c l o d e x t r i n  o n  t h e  
s e p a r a t i o n .  T h e  r a n g e  o f  c o n c e n t r a t i o n  3  -  1 0  m M  w a s  e v a l u a t e d  f o r  y - C D  a n d  3  -  
2 0  m M  f o r  2 H P - y - C D .  T a b l e s  4 . 4  a n d  4 . 5  r e p r e s e n t  t h e  d a t a  o b t a i n e d .  S i n c e  t h e  
a i m  o f  t h i s  r e s e a r c h  w a s  t o  s e p a r a t e  t h e  m o n t e l u k a s t  f r o m  i t s  i m p u r i t i e s ,  o n l y  t h e  
p e a k  o f  m o n t e l u k a s t  w a s  c o n s i d e r e d  w h e n  c h o o s i n g  t h e  p a r a m e t e r s  o f  s e p a r a t i o n .  
I n  t h e  t a b l e  4 . 4  i t  c o u l d  b e  s e e n  t h a t  r e s o l u t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  p e a k  w a s  v e r y  g o o d  
( > 2 )  i n  t h e  f u l l  r a n g e  o f  t h e  i n v e s t i g a t e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  y - C D .  T h e  e f f i c i e n c y  o f  
t h e  p e a k  w a s  o v e r  2 0 0 0 0 0  t h e o r e t i c a l  p l a t e s .  T h e  m i g r a t i o n  t i m e  w a s  v e r y  p r e c i s e  
a s  % R S D  w a s  b e t w e e n  0 . 2 3  a n d  1 . 0 7 .  T h e  a c t u a l  m a g n i t u d e  o f  t h e  m i g r a t i o n  t i m e  
o f  m o n t e l u k a s t  d i d  n o t  c h a n g e  s i g n i f i c a n t l y .  T h u s ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  y - C D  t h a t  
a l l o w e d  m o r e  e f f i c i e n t  s e p a r a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  c o u l d  b e  c h o s e n  f o r  f u r t h e r  
i n v e s t i g a t i o n .  
T a b l e  4 . 4 ,  E f f e c t  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  y - C D  o n  t h e  p a r a m e t e r s  o f  t h e  
s e p a r a t i o n .  S e p a r a t i o n  c o n d . :  2 0  m M  b o r a t e  b u f f e r  p H  9 . 2 , 6  m M  S D S ,  n = 3 .  
C o n c .  
 R  2 * *  
*  r e s o l u t i o n  o f  p e a k s  5  a n d  4  i n  F i g u r e  4 . 7 ( D ) .  
* *  r e s o l u t i o n  o f  p e a k s  5  a n d  6  i n  F i g u r e  4 . 7 ( D ) .  
T h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  w i t h  2 H P - y - C D  i n  t h e  r u n  b u f f e r  w a s  
e v e n  m o r e  e f f i c i e n t  a n d  t h e  g e n e r a l  t r e n d  o f  t h e  e f f i c i e n c y  w a s  t o  i n c r e a s e  w i t h  
i n c r e a s e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  c y c l o d e x t r i n .  O n l y  a t  2 0  m M  2 H P - y - C D  t h e  e f f i c i e n c y  
w a s  o b s e r v e d  t o  d e c r e a s e .  T h e  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  4 . 5 .  T h e  % R S D  o f  
t h e  m i g r a t i o n  t i m e  w a s  u n d e r  2 % ,  w h i l e  t h e  a c t u a l  m a g n i t u d e  o f  t h e  m i g r a t i o n  
t i m e  i n c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 H P - y - C D  i n  t h e  r u n  b u f f e r .  T h e  
r e s o l u t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  p e a k  h a s  s h o w n  t o  i m p r o v e  w i t h  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  
c y c l o d e x t r i n .  F o r  t h e  r e s o l u t i o n  w i t h  t h e  p e a k  7  ( a s  i n  F i g u r e  4 . 7 ( C ) )  a  m a x i m u m  
w a s  o b s e r v e d  a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  1 0  r n M  o f  2 H P - y - C D ,  a f t e r  w h i c h  t h e  
r e s o l u t i o n  d e c r e a s e d  a g a i n .  A  1 0  m M  c o n c e n t r a t i o n  c o u l d  b e  c h o s e n  f o r  f u r t h e r  
i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  s e p a r a t i o n  w i t h  2 H P - y - C D .  
T a b l e  4 . 5 .  E f f e c t  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 H P - y - C D  o n  t h e  p a r a m e t e r s  o f  t h e  
s e p a r a t i o n .  S e p a r a t i o n  c o n d . :  2 0  m M  b o r a t e  b u f f e r  p H  9 . 2 , 6  m M  S D S ,  n = 3 .  
C o n c .  t ,  ( m i n )  % R S D  N  R  l *  R  2 * *  
Z H P - ) I - C D  
( t  m) 
3 m M  -  -  -  0  0  
*  r e s o l u t i o n  o f  p e a k s  8  a n d  7  i n  F i g u r e  4 . 7 ( C ) .  
* *  r e s o l u t i o n  o f  p e a k s  8  a n d  9  i n  F i g u r e  4 . 7 ( C ) .  
4 . 3 . 4 . 4  T h e  e f f e c t  o f  o r g a n i c  s o l v e n t  
T h e  a d d i t i o n  o f  a n  o r g a n i c  s o l v e n t  s u c h  a s  a c e t o n i t r i l e  o r  m e t h a n o l  t o  t h e  
r u n  b u f f e r  o f t e n  i n c r e a s e s  t h e  e f f i c i e n c y  a n d  i m p r o v e s  t h e  r e s o l u t i o n  o f  s e p a r a t i o n  
[ 2 6 ,  2 7 1 .  A  1 0 %  M e O H  c o n c e n t r a t i o n  w a s  a d d e d  t o  t h e  r u n  b u f f e r  c o m p r i s i n g  2 0  
m M  b o r a t e  p H  9 . 2 ,  6  m M  S D S ,  1 0  r n M  2 H P - y - C D .  T h e  c o m p a r i s o n  o f  t h e  
o b t a i n e d  e l e c t r o p h e r o g r a m  a n d  t h e  e l e c t r o p h e r o g r a m  w i t h o u t  o r g a n i c  a d d i t i v e  i s  
s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 8 .  T h e  a d d i t i o n  o f  m e t h a n o l  t o  t h e  r u n  b u f f e r  r e s u l t e d  i n  a  
s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  i n  E O F ,  w h i c h  l e d  t o  l o n g e r  t i m e  o f  a n a l y s i s .  T h e  p o o r  
e f f i c i e n c y  a n d  r e s o l u t i o n  a n d  d i f f u s i o n  o f  t h e  l e a d i n g  e d g e  o f  t h e  p e a k s  c o u l d  b e  
n o t e d  i n  t h i s  s e p a r a t i o n .  T h e  l a t t e r  i s  d u e  t o  t h e  h i g h e r  m o b i l i t y  o f  t h e  s o l u t e  z o n e  
i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  m o b i l i t y  o f  t h e  b u f f e r  [ 2 5 ] .  I t  w a s  d e c i d e d  n o t  t o  e m p l o y  
m e t h a n o l  i n  f u r t h e r  s e p a r a t i o n  o f  t h e  i m p u r i t i e s  o f  m o n t e l u k a s t  b y  C D - M E K C .  
4  
I - - - - *  I - - - - .  I - - - '  
2  3  4  5  6  7  8  
M g r a t i o n  t i m e ,  m h  
F i g u r e  4 . 8 .  E l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  C D - M E K C  s e p a r a t i o n  o f  M K  w i t h  a n d  w i t h o u t  
M e O H  i n  t h e  r u n  b u f f e r .  S e p a r a t i o n  c o n d . :  2 0  m M  b o r a t e  b u f f e r  p H  9 . 2 , 6  m M  S D S ,  
1 0  m M  2 H P - y - C D ,  - - - -  -  w i t h  1 0 %  M e O H ,  - - - -  -  w i t h o u t  M e O H ,  3 0  k V ,  2 0 ° C ,  
h y d r o d .  i n j .  2  s e c . ,  d e t e c .  a t  2 2 5  n m ,  c a p i l l a r y  6 4 c m  ( 5 6 c m ) ,  5 0  p m  i . d .  1 m M  M K  i n  
m e t h a n o l  e x p o s e d .  
4 . 3 . 4 . 5  C o n c e n t r a t i o n  o f  S D S  
I n  o r d e r  t o  o p t i m i s e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  s u r f a c t a n t  i n  t h e  C D - M E K C  
s y s t e m  t h e  r a n g e  o f  3  -  1 5  m M  S D S  w a s  s t u d i e d .  T h e  p a r a m e t e r s  o f  t h e  o b t a i n e d  
r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  4 . 6 .  T h e  r e s o l u t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  w i t h  p e a k s  7  a n d  
9  ( a s  i n  F i g u r e  4 . 7 ( C ) )  w a s  n o t  a f f e c t e d  s i g n i f i c a n t l y  b y  t h e  c h a n g e s  i n  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  S D S ;  o n l y  a t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n  ( 1 5  m M )  w a s  t h e  r e s o l u t i o n  
f o u n d  t o  b e  l e s s  t h a n  1 .  G o o d  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  t h e  m i g r a t i o n  t i m e  ( % R S D  <  2 )  
c o u l d  b e  o b s e r v e d .  A  d e f i n i t e  i n c r e a s e  i n  t h e  e f f i c i e n c y  o f  t h e  m o n t e l u k a s t  p e a k  
f o l l o w e d  t h e  i n c r e a s e  o f  t h e  S D S  c o n c e n t r a t i o n  u p  t o  1 0  m M  S D S  w h e r e  t h e  
m a x i m u m  e f f i c i e n c y  w a s  o v e r  9 0 0 0 0 0  t h e o r e t i c a l  p l a t e s .  T h e  l a t t e r  c o n d i t i o n s  
w e r e  c h o s e n  a s  o p t i m u m  i n  t h s  s t u d y .  
T a b l e  4 . 6 .  E f f e c t  o f  S D S  c o n c e n t r a t i o n  o n  t h e  p a r a m e t e r s  o f  t h e  s e p a r a t i o n .  
S e p a r a t i o n  c o n d . :  2 0  m M  b o r a t e  b u f f e r  p H  9 . 2 , 1 0  m M  2 H P - y - C D ,  n = 3 .  
C o n c .  t , ( r n i n )  % R S D  N  R  I *  R  2 * *  
S D S  ( t  m )  
3  m M  3 . 9 9  0 . 4 5  3 0 9 4 2 7 k 1 2 2 5 8  1 . 7 6  2 . 2  1  
*  r e s o l u t i o n  o f  p e a k s  8  a n d  7  i n  F i g u r e  4 . 7 ( C ) .  
* *  r e s o l u t i o n  o f  p e a k s  8  a n d  9  i n  F i g u r e  4 . 7 ( C ) .  
4 . 3 . 4 . 6  P u r i t y  o f  m o n t e l u k a s t  p e a k  
T h e  p u r i t y  o f  t h e  m o n t e l u k a s t  p e a k  w a s  e s t a b l i s h e d  b y  t h e  p e a k - a r e a  r a t i o  
m e t h o d  f o r  f r e s h  s t a n d a r d  a n d  t h e  s a m p l e  o f  m o n t e l u k a s t  e x p o s e d  t o  t h e  l i g h t  a n d  
a i r  f o r  4  d a y s  a t  d i f f e r e n t  w a v e l e n g t h s .  T h e  r e s u l t s  a r e  d e m o n s t r a t e d  i n  T a b l e  4 . 7  
a n d  T a b l e  4 . 8 .  T h e  d e v e l o p e d  m e t h o d  h a s  y i e l d e d  c o n s i s t e n t  p u r i t y  o f  m o n t e l u k a s t  
p e a k  w i t h  c y c l o d e x t r i n s ,  y - C D  a n d  2 H P - y - C D ,  i n  t h e  r u n  b u f f e r .  
T a b l e  4 . 7 .  P u r i t y  o f  m o n t e l u k a s t  p e a k  e s t a b l i s h e d  b y  t h e  p e a k - a r e a  r a t i o  m e t h o d  o f  
s t a n d a r d  s o l u t i o n s  a n d  e x p o s e d  s a m p l e  a t  v a r i o u s  w a v e l e n g t h s .  S e p a r a t i o n  c o n d . :  2 0  
m M  b o r a t e  b u f f e r  p H  9 . 2 , 1 0  r n M  S D S ,  1 0  m M  2 H P - y - C D .  
W a v e l e n g t h  r a t i o  P e a k  a r e a  r a t i o  P e a k  a r e a  r a t i o  
L l I L 2  F r e s h  M K *  M K  e x p o s e d *  
*  M e a n  f r o m  t h r e e  d e t e r m i n a t i o n s  w i t h  % R S D  < 5 % .  
T a b l e  4 . 8 .  P u r i t y  o f  m o n t e l u k a s t  p e a k  e s t a b l i s h e d  b y  t h e  p e a k - a r e a  r a t i o  m e t h o d  o f  
s t a n d a r d  s o l u t i o n s  a n d  e x p o s e d  s a m p l e  a t  v a r i o u s  w a v e l e n g t h s .  S e p a r a t i o n  c o n d . :  2 0  
m M  b o r a t e  b u f f e r  p H  9 . 2 , 6  m M  S D S ,  5  r n M  y - C D .  
W a v e l e n g t h  r a t i o  P e a k  a r e a  r a t i o  P e a k  a r e a  r a t i o  
k 1 1 L 2  
F r e s h  M K *  M K  e x p o s e d t  
2  1 4 1 2 0 0  0 . 7 1  0 . 7 2  
*  ~ e a n  f r o m  t h r e e  d e t e r m i n a t i o n s  w i t h  % R S D  <  5 % .  
4 . 3 . 4 . 7  V a l i d a t i o n  o f  t h e  m e t h o d  
T h e  m e t h o d  d e v e l o p m e n t  h a s  s h o w n  t h a t  b o t h  c y c l o d e x t r i n s  y - C D  a n d  
2 H P - y - C D  a r e  s u i t a b l e  f o r  t h e  s e p d a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  a n d  i t s  i m p u r i t i e s .  F o r  
m e t h o d  v a l i d a t i o n  t h e  b u f f e r  c o n t a i n i n g  2 H P - y - C D  w a s  c h o s e n ,  a s  t h e  c o s t  o f  t h i s  
c o m p o u n d  w a s  s i g n i f i c a n t l y  l e s s  t h a n  t h e  n a t u r a l  y - C D .  T h e  p a r a m e t e r s  o f  t h e  
o p t i m i s e d  m e t h o d  a r e  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  4 . 9 .  
T a b l e  4 . 9 .  T h e  p a r a m e t e r s  o f  t h e  o p t i m i s e d  m e t h o d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  
m o n t e l u k a s t  a n d  i t s  i m p u r i t i e s .  
B u f f e r  
2 0  r n M  b o r a t e  p H  9 . 2  
B u f f e r  a d d i t i v e s  1 0  m M  S D S  
T e m p e r a t u r e  o f  s e p a r a t i o n  2 0 ° C  
S e p a r a t i o n  v o l t a g e  3 0  k V  
I n j e c t i o n  c o n d i t i o n s  5 0  m b a r ,  2  s e c  
D e t e c t i o n  
C a p i l l a r y  
2 2 5  n m  
6 4  c m  ( 5 6  c m ) ,  5 0  p m  i . d .  
P r e c o n d i t i o n i n g  
1  m i n  0 . 1  M  N a O H  
1  m i n  M e O H  
2  m i n  r u n  b u f f e r  
T h e  c a l i b r a t i o n  g r a p h  w a s  e s t a b l i s h e d  w i t h  t h e  p e a k - a r e a  a s  o r d i n a t e  
v e r s u s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  i n  m M  a s  a x i s .  T h e  o b t a i n e d  l i n e a r  r e g r e s s i o n  e q u a t i o n  
w a s  y  =  1 6 6 . 7 1 ~  - 6 . 2 0 1 4 ,  ~ ~ = 0 . 9 9 4 1 ,  n = 3 .  T h e  d a t a  i n d i c a t e s  g o o d  l i n e a r i t y  o f  
t h e  m e t h o d  o v e r  t h e  s t u d i e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  0 . 0 1  m M  -  1  m M .  
R e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  o f  t h e  m i g r a t i o n  t i m e  a n d  p e a k  a r e a  o f  I  m M  f r e s h  
s a m p l e  o f  m o n t e l u k a s t  s o d i u m  w e r e  0 . 5 3 %  a n d  4 . 5 0 % ,  r e s p e c t i v e l y .  
T h e  d e v e l o p e d  m e t h o d  o n l y  a l l o w s  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  f i o m  
i t s  i m p u r i t y  i n  t h e  s a m p l e s  t h a t  h a v e  b e e n  e x p o s e d  t o  t h e  l i g h t  o r  a i r ,  w h i c h  
i n c r e a s e s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  i m p u r i t y  i n  t h e  s a m p l e .  N o  i m p u r i t y  c o u l d  b e  
d e t e c t e d  
a t  t h e i r  e l e v a t e d  l e v e l s  i n  t h e  f r e s h  s t o c k  o f  m o n t e l u k a s t .  F u r t h e r  
i m p r o v e m e n t s  o f  t h e  d e t e c t i o n  l i m i t s  a r e  n e c e s s a r y  i n  o r d e r  t o  b e  a b l e  t o  e m p l o y  
t h e  d e v e l o p e d  m e t h o d  f o r  t h e  p u r i t y  t e s t  o f  m o n t e l u k a s t  s o d i u m .  
4 . 3 . 4 . 8  T e m p o r a l  s t u d y  o f  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  
T h e  d e v e l o p e d  m e t h o d  w a s  e m p l o y e d  i n  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  
d e g r a d a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  s o d i u m  u n d e r  e x p o s u r e  t o  a i r  a n d  l i g h t .  O n e  s e r i e s  o f  
1  m M  s o l u t i o n s  o f  m o n t e l u k a s t  s o d i u m  w e r e  e x p o s e d  t o  t h e  l i g h t  a n d  a i r  f o r  1 ,  2 ,  
6  a n d  8  d a y s .  B e f o r e  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  a n a l y s i s  t h e  s o l v e n t  l e v e l  o f  e a c h  
s a m p l e  w a s  a d j u s t e d  t o  o b t a i n  t h e  s a m e  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  s e c o n d  s e r i e s  o f  1  m M  
s o l u t i o n s  o f  m o n t e l u k a s t  w e r e  k e p t  i n  a i r  t i g h t  v i a l s  a n d  e x p o s e d  t o  l i g h t  o n l y ,  f o r  
1 ,  2 ,  6 ,  a n d  8  d a y s .  I t  h a s  t o  b e  m e n t i o n e d  t h a t  t h e  l i g h t  e x p o s u r e  w a s  t o  i n d o o r  
l i g h t  f o r  2 4  h o u r s  a  d a y .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  w a s  o b t a i n e d  t h r o u g h  
t h e  c a l i b r a t i o n  c u r v e .  T h e  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  4 . 9 .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  
t h e  m o s t  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  o c c u r s  d u r i n g  
t h e  f i r s t  t w o  d a y s  o f  t h e  s a m p l e  b e i n g  e x p o s e d  t o  l i g h t  a n d  a i r .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  m o n t e l u k a s t  i n  t h e  s a m p l e  t h a t  w a s  e x p o s e d  o n l y  t o  l i g h t  d e c r e a s e d  f a s t e r  a n d  
t o  a r o u n d  0 . 3  r n M  a f t e r  2  d a y s .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  s a m p l e  e x p o s e d  t o  b o t h  
l i g h t  a n d  a i r  a p p r o a c h e d  0 . 5  m M  a f t e r  2  d a y s .  
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F i g u r e  4 . 9 .  E f f e c t  o f  l i g h t  a n d  a i r  o n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t .  S e p a r a t i o n  
c o n d . :  2 0  mM b o r a t e  b u f f e r  p H  9 . 2 ,  1 0  m M  S D S ,  1 0  m M  2 H P - y - C D ,  3 0  k V ,  2 0 ° C ,  
h y d r o d .  i n j .  2  s e c . ,  d e t e c .  a t  2 2 5  n m ,  c a p i l l a r y  6 4 c m  ( 5 6 c m ) ,  5 0  p m  i . d .  1mM M K  i n  
m e t h a n o l  e x p o s e d .  +  -  e x p o s u r e  t o  l i g h t  a n d  a i r ,  + - -  -  e x p o s u r e  t o  l i g h t .  
F i g u r e  4 . 1 0  s h o w s  t h e  e f f e c t  o f  l i g h t  a n d  a i r  o n  t h e  p e a k  a r e a  o f  c i s - i s o m e r  
o f  m o n t e l u k a s t .  I t  g r a d u a l l y  i n c r e a s e d  d u r i n g  a l l  p e r i o d  o f  e x p o s u r e .  N o t i c e a b l y ,  
t h e  p e a k  a r e a  o f  c i s - i s o m e r  f r o m  t h e  s a m p l e ,  w h i c h  w a s  i n  c o n t a c t  o n l y  w i t h  l i g h t ,  
b e c a m e  m o r e  i n t e n s e  t h a n  f r o m  t h e  s a m p l e  w h e r e  b o t h  l i g h t  a n d  a i r  w e r e  
i n v o l v e d .  T h e s e  r e s u l t s  f r o m  F i g u r e  4 . 9  a n d  4 . 1 0  p o i n t e d  t o  t h e  f a c t  t h a t  
d e g r a d a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  a n d  t h e  f o r m a t i o n  o f  c i s - i s o m e r  w e r e  t o  a  h i g h e r  
d e g r e e  w h e n  t h e r e  w a s  n o  c o n t a c t  w i t h  t h e  a i r  ( o x y g e n )  i n  t h e  e x p o s e d  s a m p l e .  I t  
w a s  t h o u g h t  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  o x y g e n  i n d u c e d  s o m e  o t h e r  p r o c e s s e s  i n  t h e  
s a m p l e ,  w h i c h  s l o w e d  d o w n  t h e  f o r m a t i o n  o f  c i s - i s o m e r .  T h i s  r a t h e r  u n u s u a l  
k i n e t i c s  o f  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  a n d  t h e  f o r m a t i o n  o f  c i s - i s o m e r  i n  
p r e s e n c e  o f  l i g h t  a n d  l i g h t  a n d  a i r  c a n  s u g g e s t  t h a t  m o s t  o f  t h e  m o n t e l u k a s t  i s  
t r a n s f o r m e d  i n t o  i t s  c i s - i s o m e r  u n d e r  " t h e  l i g h t  c o n d i t i o n s " .  T h e  p r e s e n c e  o f  
o x y g e n  ( f r o m  t h e  a i r )  a p p e a r s  t o  s l o w  d o w n  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  a n d  
t h e  f o r m a t i o n  o f  c i s - i s o m e r ,  p o s s i b l y  d u e  t o  t h e  a c c e l e r a t i o n  o f  a n  a l t e r n a t i v e  
d e g r a d a t i o n  m e c h a n i s m  a n d  a l t e r n a t i v e  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s ,  w h i c h  w e r e  n o t  
d e t e c t e d  i n  c u r r e n t  s t u d y .  
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F i g u r e  4 . 1 0 .  E f f e c t  o f  t h e  l i g h t  a n d  a i r  o n  t h e  p e a k  a r e a  o f  c i s - i s o m e r  o f  r n o n t e l u k a s t .  
S e p a r a t i o n  c o n d . :  2 0  m M  b o r a t e  h u f f e r  p H  9 . 2 , 1 6  m M  S D S ,  1 0  m M  2 H P - y - C D ,  3 0  
k V ,  2 0 n C ,  h y d r o d .  i n j .  2  s e c ,  d e t e c .  a t  2 2 5  n m ,  c a p i l l a r y  6 b 1  ( 5 6 c r n ) ,  5 0  p m  3 . d .  
1 m M  M K  i n  m e t h a n o l  e x p o s e d .  +  -  e x p o s u r e  t o  l i g h t  a n d  a i r ,  -  -  e x p o s u r e  t o  
l i g h t .  
T h e  d e v e l o p e d  m e t h o d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  a n d  i t s  
i m p u r i t i e s  a l l o w e d  t o  o b t a i n e d  v a l u a b l e  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  s t a b i l i t y  o f  
m o n t e l u k a s t  a n d  d i f f e r e n t  r a t e s  o f  t h e  c o n v e r s i o n  t o  i t s  c i s - i s o m e r .  T h i s  d a t a  h a s  
n e v e r  b e e n  o b t a i n e d  b e f o r e  b y  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  o r  o t h e r  a n a l y t i c a l  
t e c h n i q u e s .  
4 . 3 . 5  C o m p a r i s o n  o f  H P L C  a n d  C E  m e t h o d s  
T h e  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  H P L C  m e t h o d  p u b l i s h e d  i n  l i t e r a t u r e  [ 1 6 ]  o f  t h e  
d e v e l o p e d  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  m e t h o d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  
a n d  i t s  i m p u r i t y  i s  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  4 . 1 0 .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  o n e  C E  a n a l y s i s  
r e q u i r e d  o n l y  9  m i n ,  4  o f  w h i c h  w e r e  f o r  c o n d i t i o n i n g  t h e  c a p i l l a r y  p r i o r  t h e  
a n a l y s i s .  T h e  H P L C  a n a l y s i s  t o o k  o v e r  3 0  m i n .  T h e  m o n t e l u k a s t  p e a k  h a d  a n  
a c c e p t a b l e  r e s o l u t i o n  f r o m  i t s  i m p u r i t y ,  e v e n  t h o u g h  t h a t  i t s  r e s o l u t i o n  w a s  l e s s  
t h a n  i n  H P L C  m e t h o d .  E x t r e m e l y  h i g h  e f f i c i e n c y  o f  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  
s e p a r a t i o n  c o u l d  b e  n o t e d  i n  T a b l e  4 . 1 0 .  T h e  r e p e a t a b i l i t y  o f  t h e  m i g r a t i o n  t i m e  
w a s  v e r y  g o o d  f o r  b o t h  m e t h o d s .  
T a b l e  4 . 1 0 .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  p a r a m e t e r s  o f  t h e  H P L C  a n d  C E  m e t h o d s  f o r  t h e  
s e p a r a t i o n  o f  t h e  i m p u r i t y  i n  m o n t e l u k a s t  s o d i u m .  
H P L C  C E  
t r / t m  o f  M K  1 2 . 1 5  m i n  4 . 1 5  m i n  
C o m p l e t e  t i m e  o f  1  a n a l y s i s  3 3  m i n  9  m i n  
R e s o l u t i o n  o f  M K  p e a k  9 . 4  a n d  1 2 . 2  1 . 7 2  a n d  2 . 7 2  
E f f i c i e n c y  o f  M K  p e a k  3 5 4 4 k 1 0  9 3 6 8 5 9 * 3 4 0 8 0  
R e p e a t a b i l i t y  ( % R S D  o f  t r / t m )  0 . 2 3 %  0 . 5 3 %  
4 . 4  C O N C L U S I O N S  
T h e  a i m  o f  t h i s  w o r k  w a s  t o  d e v e l o p  t h e  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  m e t h o d  
f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  t h e  r e l a t e d  i m p u r i t i e s  i n  m o n t e l u k a s t  s o d i u m .  T h e  c o m p l e t e d  
s t u d y  h a s  n o t  b e e n  a c h i e v e d  a t  t h i s  p o i n t  a s  t h e  a v a i l a b l e  i n s t r u m e n t a t i o n  d i d  n o t  
a l l o w  s u f f i c i e n t  d e t e c t i o n  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  i m p u r i t y  a t  t h e  e l e v a t e d  l e v e l s  a s  i n  a  
f r e s h  s t o c k  o f  m o n t e l u k a s t .  H o w e v e r ,  e v e n  a t  t h e  p r e s e n t  s t a g e  o f  d e v e l o p i n g  t h e  
m e t h o d ,  C E  h a s  s h o w e d  g o o d  p o t e n t i a l  a n d  m a n y  a d v a n t a g e s  o v e r  H P L C  m e t h o d  
f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  s o d i u m .  T h e  a d v a n t a g e s  o f  t h e  C E  m e t h o d  
f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  s o d i u m  t o  d a t e  a r e :  
1 .  T h e  f u l l  a n a l y s i s  t i m e  i s  l e s s  t h a n  9  m i n ,  w h i c h  i s  s i g n i f i c a n t l y  l e s s  t h a n  
t h e  3 5  m i n  o f  H P L C  m e t h o d  [ 1 6 ] ;  
2 .  A  h i g h  e f f i c i e n c y  o f  t h e  m o n t e l u k a s t  s o d i u m  p e a k  o v e r  9 0 0 0 0 0  
t h e o r e t i c a l  p l a t e s  w a s  r e c o r d e d  w i t h  t h e  a c h i e v e d  m e t h o d ;  
3 .  T h e  i m p u r i t i e s  w e r e  n o t  i d e n t i f i e d  b u t  t h e i r  q u a n t i t i e s  w e r e  i n  
a c c o r d a n c e  w i t h  H P L C  r e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  m e t h o d  [ I  6 1 ;  
4 .  F u r t h e r  e x p e r i m e n t s  a r e  r e q u i r e d  t o  i m p r o v e  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  
m e t h o d  a n d  t o  i d e n t i f y  t h e  p e a k s  o f  t h e  i m p u r i t i e s .  T h e  e m p l o y m e n t  o f  t h e  m a s s  
s p e c t r a l  d e t e c t i o n  s y s t e m  c o u l d  p o s s i b l y  a c h i e v e  t h e s e  g o a l s .  
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C H A P T E R  5  
S I M U L T A N E O U S  S E P A R A T I O N  O F  A N T H R A C Y C L I N E S  A N D  
T A X A N E S  B Y  C A P I L L A R Y  E L E C T R O P H O E R S I S  
5 . 1  I N T R O D U C T I O N  
C a n c e r  c a u s e s  7  m i l l i o n  d e a t h s  e v e r y  y e a r  o r  1 2 . 5 %  o f  d e a t h s  w o r l d w i d e  
[ I ] .  T h e r e  a r e  o v e r  2 0 0  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  c a n c e r ,  a n d  e a c h  h a s  a  s p e c i f i c  n a m e ,  
t r e a t m e n t  a n d  c h a n c e  o f  b e i n g  c u r e d  [ 2 ] .  W h e n  a  c a n c e r  c e l l  b e g i n s  t o  g r o w  i t  
m u l t i p l i e s  o u t  o f  c o n t r o l ,  t a k i n g  o v e r  t h e  o r g a n .  A n  i n t e n s i v e  g r o w t h  o f  c a n c e r  
c e l l s  l e a d s  t o  f o r m a t i o n  o f  a  t u m o r .  T h i s  t u m o r  c a n  c a u s e  s e r i o u s  h e a l t h  p r o b l e m s  
b y  b l o c k i n g  i n t e r n a l  d u c t s ,  o r  b y  p r e s s i n g  a g a i n s t  o t h e r  o r g a n s ,  p r e v e n t i n g  t h e i r  
n o r m a l  f u n c t i o n .  
T r e a t m e n t  c o n s i s t s  o f  s u r g e r y  ( r e m o v a l  o f  a f f e c t e d  t i s s u e  b y  a n  o p e r a t i o n ) ,  
c h e m o t h e r a p y  ( t r e a t m e n t  u s i n g  d r u g s )  o r  r a d i o t h e r a p y  ( u s i n g  r a d i a t i o n )  [ 2 ] .  
C h e m o t h e r a p y  m a y  b e  g i v e n  b e f o r e  s u r g e r y  ( n e o - a d j u v a n t  t h e r a p y )  t o  s h r i n k  a  
t u m o u r  s o  t h a t  i t  i s  e a s i e r  t o  r e m o v e  f i - o m  t h e  b o d y ,  a f t e r  s u r g e r y  ( a d j u v a n t  
t h e r a p y )  t o  m a k e  s u r e  t h a t  a n y  c a n c e r o u s  c e l l s  l e f t  i n  t h e  b o d y  a f t e r  r e m o v a l  o f  a  
t u m o u r  a r e  k i l l e d  ( t h i s  m a k e s  i t  l e s s  l i k e l y  t h a t  t h e  c a n c e r  w i l l  c o m e  b a c k )  a n d  i n  
a d v a n c e d  c a n c e r  t o  r e m o v e  c a n c e r o u s  c e l l s  t h a t  h a v e  s p r e a d  t h r o u g h  t h e  b o d y ,  o r  
t o  s l o w  t h e  p r o g r e s s  o f  t h e  d i s e a s e  [ 3 ] .  M o s t  c h e m o t h e r a p y  d r u g s  w o r k  b y  
a f f e c t i n g  t h e  D N A  i n  c a n c e r  c e l l s .  A l k y l a t i n g  d r u g s ,  s u c h  a s  c y c l o p h o s p h a r n i d e ,  
s t i c k  t o  o n e  o f  t h e  D N A  s t r a n d s  a n d  p r e v e n t  t h e m  d i v i d i n g .  A n t i m e t a b o l i t e s ,  s u c h  
a s  m e t h o t r e x a t e ,  s t o p  c e l l s  w o r k i n g  b y  p r e v e n t i n g  t h e m  m a k i n g  a n d  r e p a i r i n g  
D N A .  V i n c a  a l k a l o i d s ,  s u c h  a s  v i n d e s i n e ,  d i s r u p t  t h e  m e c h a n i s m  t h a t  e n a b l e s  o n e  
c e l l  t o  s p l i t  i n t o  t w o  n e w  c e l l s .  C y t o t o x i c  a n t i b i o t i c s ,  s u c h  a s  d o x o r u b i c i n ,  s t i c k  t o  
D N A  c a u s i n g  i t  t o  b e c o m e  t a n g l e d  a n d  p r e v e n t i n g  t h e  c e l l  f r o m  d i v i d i n g .  O t h e r  
d r u g s  i n c l u d e  t a x a n e s  a n d  p l a t i n u m  c o m p o u n d s  l i k e  c a r b o p l a t i n .  T h e y  h a v e  
v a r i o u s  m o d e s  o f  a c t i o n  [ 3 ] .  
5 . 1 . 1  A n t h r a c y c l i n e s  
D o x o r u b i c i n  ( D O X ) ,  d a u n o r u b i c i n  ( D A U )  a n d  e p i r u b i c i n  ( E P I )  b e l o n g  t o  
t h e  a n t h r a c y c l i n e  a n t i b i o t i c  f a m i l y .  T h e y  a r e  i s o l a t e d  f r o m  a  p i g m e n t - p r o d u c i n g  
S t r e p t o m y c e s  [ 4 ] .  C h e m i c a l  s t r u c t u r e s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 1 .  A  p l a n a r ,  
h y d r o p h o b i c  t e t r a c y c l i n e  r i n g  o f  a n t h r a c y c l i n e s  i s  l i n k e d  t o  a  d a u n o s a m i n e  s u g a r  
t h r o u g h  a  g l u c o s i d i c  l i n k a g e .  A n t h r a c y c l i n e s  a r e  a m o n g  t h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  
a n t i c a n c e r  a g e n t s .  I n  t h e  p a s t  4 0  y e a r s  o v e r  2 0 0  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  a n t h r a c y c l i n e s  
h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  a n d  n u m e r o u s  d e r i v a t i v e s  h a v e  b e e n  s y n t h e s i s e d  i n  o r d e r  t o  
m i n i m i s e  t h e i r  s i d e  e f f e c t s  a n d  m u l t i - d r u g  r e s i s t a n c e  [ 5 ,  6 1 .  T h e  m e c h a n i s m  o f  
t h e i r  a c t i o n  i s  u n c e r t a i n  a n d  c o m p l e x .  D o x o r u b i c i n  i n t e r c a l a t e s  b e t w e e n  a d j a c e n t  
D N A  b a s e  p a i r s ,  w h i c h  i n t e r f e r e s  w i t h  D N A  s t r a n d  s e p a r a t i o n  a n d  i n h i b i t s  D N A  
t o p o i s o m e r a s e  1 1 ,  D N A  a n d  R N A  p o l y r n e r i s e s .  T h i s  a l s o  i n h i b i t s  D N A  r e p l i c a t i o n  
a n d  t r a n s c r i p t i o n ,  w h i c h  e v e n t u a l l y  i n d u c e s  D N A  f r a g m e n t a t i o n  [ 7 ] .  A  
c u m u l a t i v e  d o s e - r e l a t e d  c a r d i o t o x i c i t y  i s  o n e  o f  t h e  m o s t  s e v e r e  t o x i c  e f f e c t s  o f  
a n t h r a c y c l i n e s  [ 8 ] .  C o n t r o v e r s i a l l y ,  d o x o r u b i c i n - m e d i a t e d  f r e e  r a d i c a l  f o r m a t i o n  
a n d  l i p i d  p e r o x i d a t i o n ,  w h i c h  p r o d u c e  d i r e c t  m e m b r a n e  d a m a g e ,  a r e  m o r e  d i r e c t l y  
r e s p o n s i b l e  f o r  i t s  c a r d i o t o x i c  e f f e c t  t h a n  a n t i t u m o r  e f f e c t  [ 8 - 1 0 1 .  E p i r u b i c i n  i s  a  
4 ' - e p i m e r  o f  d o x o r u b i c i n  d u e  t o  t h e  d i f f e r e n c e  o f  s p a t i a l  o r i e n t a t i o n  o f  t h e  
h y d r o x y l  g r o u p  a t  t h e  C - 4 '  d a u n o s a m i n e  r i n g .  T h e  l a t t e r  d o e s  n o t  c h a n g e  t h e  
t h e r a p e u t i c  e f f i c a c y  o f  e p i r u b i c i n  b u t  r e d u c e s  i t s  t o x i c i t y .  D O X  a n d  E P I  a r e  
p r e s c r i b e d  t o  p a t i e n t s  w i t h  s o l i d  t u m o r s  s u c h  a s  b r e a s t ,  o v a r i a n  c a n c e r ,  l u n g  
c a n c e r ,  l y m p h  s y s t e m  c a n c e r  o r  s t o m a c h  c a n c e r  [ l  1 1 .  D A U  i s  u t i l i s e d  i n  t r e a t m e n t  
o f  l e u k a e m i a  [ 1 2 ,  1 3 1 .  
D a u n o r u b i c i n  H  O H  C H 3  
D o x o r u b i c i n  H  O H  O H  
E p i r u b i c i n  O H  H  O H  
F i g u r e  5 . 1 .  C h e m i c a l  s t r u c t u r e  o f  a n t h r a c y c l i n e s .  D a u n o r u b i c i n ,  d o x o r u b i c i n  a n d  
e p i r u b i c i n .  
5 . 1 . 2  T a x a n e s  
P a c l i t a x e l  ( ~ a x o l ' )  i s  a  p o w e r f u l  c h e m o t h e r a p e u t i c  d r u g .  I t  w a s  i s o l a t e d  
f r o m  t h e  b a r k  o f  t h e  P a c i f i c  y e w  t r e e  T a x u s  b r e v i j i o l i a .  T h e  c h e m i c a l  s t r u c t u r e  i s  
s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 2 .  T h e  c h e m i c a l  n a m e  f o r  p a c l i t a x e l  i s  5 P , 2 0 - E p o x y -  
1 , 2 a , 4 , 7 P ,  1  OP, 1 3 a  - h e x a h y d r o x y t a x -  1  1  - e n - 9 - o n e  4 ,  1 0 - d i a c e t a t e  2 - b e n z o a t e  1 3 -  
e s t e r  w i t h  ( 2 R Y 3 S ) - N - b e n z o y l - 3 - p h e n y l i s o s e r i n e .  P a c l i t a x e l  s h o w s  a c t i v i t y  a g a i n s t  
a  w i d e  r a n g e  o f  t u m o r  t y p e s  i n c l u d i n g  b r e a s t  [ 1 5 ,  1 6 1 ,  o v a r i e s  [ I  71, l u n g  [ 1 8 ]  a n d  
b r a i n  [ 1 9 ]  t u m o r s .  
D o c e t a x e l  ( ~ a x o t e r e ?  i s  a n  a n a l o g u e  o f  p a c l i t a x e l  a n d  i s  o b t a i n e d  b y  
s e m i s y n t h e s i s  f k o m  1 0 - d e a c e t y l - b a c c a t i n  111, w h i c h  i s  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  n e e d l e s  
o f  t h e  E u r o p e a n  Y e w  T r e e  T a u s  b a c c a t a  [ 2 0 ,  2 1 1 .  T h e  c h e m i c a l  s t r u c t u r e  i s  
s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 2 .  T h e  c h e m i c a l  n a m e  f o r  d o c e t a x e l  i s  ( 2 R ,  3 s ) - N - c a r b o x y - 3 -  
p h e n y l i s o s e r i n e ,  N - t e r t - b u t y l  e s t e r ,  1 3 - e s t e r  w i t h  5 P - 2 0 - e p o x y -  1 , 2 a ,  
4 , 7 P , l O b , l 3 a - h e x a h y d r o x y t a x - l  l  - e n - 9 - o n e  4 - a c e t a t e  2 - b e n z o a t e .  
F i g u r e  5 . 2 .  C h e m i c a l  s t r u c t u r e s  o f  p a c l i t a x e l  a n d  d o c e t a x e l  [ 1 4 ] .  
T h e  c y t o t o x i c  p r o p e r t i e s  o f  t a x a n e s  a r e  d u e  t o  t h e i r  a b i l i t y  t o  i n h i b i t  
m i c r o t u b u l e  d e p o l y m e r i s a t i o n  a n d  t o  p r o m o t e  t u b u l i n  a s s e m b l y  [ 2 2 ,  2 3 1 .  T h i s  
r e s t r a i n s  t h e  n o r m a l  d y n a m i c  r e o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  m i c r o t u b u l e  n e t w o r k ,  w h i c h  i s  
e s s e n t i a l  f o r  v i t a l  i n t e r p h a s e  a n d  m i t o t i c  c e l l u l a r  f u n c t i o n s .  T h i s  l e a d s  t o  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  m i c r o t u b u l e  b u n d l e s  w i t h o u t  n o r m a l  f u n c t i o n  a n d  t o  t h e  
s t a b i l i s a t i o n  o f  m i c r o t u b u l e s ,  w h i c h  r e s u l t s  i n  t h e  i n h i b i t i o n  o f  m i t o s i s  i n  c e l l s .  
T h e  b i n d i n g  o f  t a x a n e s  t o  m i c r o t u b u l e s  d o e s  n o t  a l t e r  t h e  n u m b e r  o f  
p r o t o f i l a m e n t s  i n  t h e  b o u n d  m i c r o t u b u l e s ,  a  f e a t u r e  t h a t  d i f f e r s  f r o m  m o s t  s p i n d l e  
p o i s o n s  c u r r e n t l y  i n  c l i n i c a l  u s e .  
D o c e t a x e l  w a s  f i r s t  g i v e n  t o  c a n c e r  p a t i e n t s  i n  1 9 9 0  a n d  h a s  p r o v e n  t o  b e  
g e n e r a l l y  m o r e  a c t i v e  t h a n  p a c l i t a x e l  [ 2 4 - 2 6 1 .  P a c l i t a x e l  i s  f o r m u l a t e d  u s i n g  
C r e m o p h o r  E L  d u e  t o  i t s  p o o r  s o l u b i l i t y  i n  w a t e r .  T h i s  e x c i p i e n t  i s  q u i t e  t o x i c  a n d  
r e s p o n s i b l e  f o r  s t r o n g  h y p e r s e n s i t i v i t y  r e a c t i o n s  [ 2 7 ,  2 8 1 .  D o c e t a x e l  i s  s o l u b i l i s e d  
i n  a  l e s s  t o x i c  p o l y s o r b a t e  8 0  f o r m u l a t i o n ;  n e v e r t h e l e s s ,  t h e  h y p e r s e n s i t i v i t y  
r e a c t i o n s  i n  p a t i e n t s  h a v e  o c c u r r e d  a t  h i g h  r a t e s  [ 2 9 ] .  A l l  p a t i e n t s  s h o u l d  b e  
p r e m e d i c a t e d  w i t h  o r a l  c o r t i c o s t e r o i d s  s u c h  a s  d e x a m e t h a s o n e  i n  o r d e r  t o  p r e v e n t  
f l u i d  r e t e n t i o n .  M y e l o s u p p r e s s i o n ,  s k i n  t o x i c i t y  a n d  p e r i p h e r a l  n e u r o t o x i c i t y  a r e  
a m o n g  o t h e r  s i d e  e f f e c t s  [ 2  1 1 .  
P a c l i t a x e l  d i s p l a y s  n o n l i n e a r  p h a r m a c o k i n e t i c s  [ 3 0 ] .  T h e  r e l a t i o n s h i p  
b e t w e e n  d o s e  a n d  p e a k  p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n  d o e s  n o t  c o r r e s p o n d  t o  a  l i n e a r  
e q u a t i o n  [ 3  1 1 .  T h e  m o n i t o r i n g  o f  p l a s m a  c o n c e n t r a t i o n  s h o u l d  b e  o f  h i g h  p r i o r i t y  
a s  t o  p r e v e n t  s i d e  e f f e c t s  o f  o v e r d o s i n g .  
5 . 1 . 3  C o m b i n a t i o n  t h e r a p y  o f  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s  
C o m b i n a t i o n  t h e r a p y  i s  a  m e t h o d  o f  t r e a t i n g  d i s e a s e  t h r o u g h  t h e  
s i m u l t a n e o u s  u s e  o f  a  v a r i e t y  o f  d r u g s  t o  e l i m i n a t e  o r  c o n t r o l  t h e  b i o c h e m i c a l  
c a u s e  o f  t h e  d i s e a s e  [ 3 2 ] .  I t  i s  u s e d  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  c o n d i t i o n s  s u c h  a s  
t u b e r c u l o s i s ,  l e p r o s y ,  c a n c e r ,  m a l a r i a ,  a n d  H I V I A I D S  [ 3 3 ] .  T h e  f i r s t  a t t e m p t  t o  
c o m b i n e  t w o  o r  m o r e  c h e m o t h e r a p e u t i c  d r u g s  w a s  i n  t h e  1 9 5 0 s  t o  m a n a g e  
m e t a s t a t i c  b r e a s t  c a n c e r  [ 3 4 ] .  T a x a n e s  a n d  a n t h r a c y c l i n e s  h a v e  e m e r g e d  a s  t h e  
m o s t  a c t i v e  a g e n t s  f o r  t r e a t i n g  b r e a s t  c a n c e r .  T h e  r a t i o n a l e  f o r  c o m b i n i n g  
d o c e t a x e l  w i t h  a n  a n t h r a c y c l i n e  i n c l u d e s  h i g h  c l i n i c a l  a c t i v i t y  o f  e a c h  i n d i v i d u a l  
a g e n t ,  l a c k  o f  c o m p l e t e  c l i n i c a l  c r o s s  r e s i s t a n c e ,  a n d  n o n - o v e r l a p p i n g  t o x i c i t y  
p r o f i l e s  [ 3 4 ] .  
T h e  c o m b i n a t i o n  t h e r a p y  o f  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s  h a s  s h o w n  
s u r v i v a l  b e n e f i t s .  T h e  d i s e a s e - f r e e  s u r v i v a l  a f t e r  4  o r  5  y e a r s  i s  i n  a  r a n g e  6 5 % -  
7 5 %  a n d  a n  o v e r a l l  s u r v i v a l  r a t e  o f  7 7 % - 8 7  w a s  r e p o r t e d  i n  s e v e r a l  s t u d i e s  [ 3 5 -  
3  8 1 .  A n  o v e r a l l  r e d u c t i o n  o f  7  1 - 8  1  %  w a s  f o u n d  i n  p a t i e n t s  w i t h  m e t a s t a t i c  b r e a s t  
c a n c e r  a f t e r  d o s e s  o f  5 0 - 7 5  m g / m 2  d o c e t a x e l  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  4 0 - 5 0  m g / m 2  
d o x o r u b i c i n  a d m i n i s t e r e d  e v e r y  3  w e e k s  a s  f i r s t - l i n e  c h e m o t h e r a p y  [ 3 9 ] .  
P a c l i t a x e l 4 o x o r u b i c i n  c o m b i n a t i o n  g a v e  s i m i l a r  r e s u l t s  [ 4 0 ] .  
P a c l i t a x e l  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e s  t h e  p e a k  c o n c e n t r a t i o n  o f  D O X  w h e n  
i n j e c t e d  f i r s t  i n  c o m b i n a t i o n  t h e r a p y  [ 4 1 ] .  T h e  d i s t r i b u t i o n  a n d  e l i m i n a t i o n  o f  
D O X  i s  n o n - l i n e a r  a n d  d o s e - d e p e n d e n t  [ 4 2 ] .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  p a c l i t a x e l  f o l l o w e d  
b y  D O X  w a s  m o r e  t o x i c  t h a n  t h e  o p p o s i t e  s e q u e n c e  [ 4 3 ]  a n d  c o u l d  s o m e t i m e s  
i n v o l v e  a  r i s k  o f  c o n g e s t i v e  h e a r t  f a i l u r e .  T h e  c o m b i n a t i o n  o f  d o c e t a x e l  a n d  
e p i r u b i c i n  c o u l d  r e p r e s e n t  a  s a f e r  a l t e r n a t i v e .  S i d e  e f f e c t s  l i k e  f l u i d  r e t e n t i o n  a n d  
c a r d i o t o x i c i t y  w e r e  n o t  s e e n  i n  a  c l i n i c a l  t r i a l  w i t h  7 5  m g / m 2  d o c e t a x e l  p l u s  9 0  
m g / m 2  e p i r u b i c i n ,  w h e r e a s  n e u t r o p h e n i a  w a s  t h e  d o s e - l i m i t i n g  t o x i c i t y  [ 4 4 ] .  T h e  
a d m i n i s t r a t i o n  o f  E P I  d o e s  n o t  a f f e c t  t h e  p h a r m a c o k i n e t i c s  o f  p a c l i t a x e l  e v e n  a t  
h g h  c o n c e n t r a t i o n s  ( 9 0  m g / m 2  p a c l i t a x e l  p l u s  2 0 0  m g / m 2  E P I ) ,  w h i l e  t h e  l e v e l  o f  
E P I  w a s  r e d u c e d  a s  t h e  p a c l i t a x e l  d o s e  i n c r e a s e d  [ 4 5 ] .  T h e  t i m e  i n t e r v a l  a t  w h i c h  
p a c l i t a x e l  i s  i n j e c t e d  h a s  s i g n i f i c a n t  i m p a c t  o n  t h e  m e t a b o l i s m  o f  E P I  [ 4 6 ] .  
5 . 1 . 4  M e t h o d s  f o r  i d e n t i f i c a t i o n  o f  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s  
I t  h a s  t o  b e  n o t e d  t h a t  a l l  t h e  m e t h o d s  o f  i d e n t i f i c a t i o n  r e p o r t e d  i n  t h e  
l i t e r a t u r e  a r e  d e v e l o p e d  e i t h e r  f o r  a n t h r a c y c l i n e s  o r  t a x a n e s  o n l y ,  n o  s i n g l e  
m e t h o d  f o r  s i m u l t a n e o u s  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  d r u g s  o f  i n t e r e s t  h a s  b e e n  p u b l i s h e d  
u p  t o  d a t e .  C e r u t i  e t  a l .  [ 4 6 ]  i n v e s t i g a t e d  t h e  p h a r m a c o k i n e t i c  i n t e r a c t i o n s  o f  
e p i r u b i c i n  a n d  d o c e t a x e l  i n  m e t a s t a t i c  b r e a s t  c a n c e r .  O v e r  p e r i o d  o f  2 4  h o u r s  a f t e r  
t r e a t m e n t  t h e  l e v e l s  o f  d r u g s  i n  p l a s m a  c a n  v a r y  f r o m  4 5 0 0  n g  m ~ '  t o  2 0  n g  m L '  
' .  T h u s ,  v e r y  s e n s i t i v e  m e t h o d s  a r e  r e q u i r e d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t a r g e t  
c o m p o u n d s  d u r i n g  t h e r a p y .  T h e  m o s t  s e n s i t i v e  m e t h o d s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  u s i n g  
m a s s  s p e c t r a l  d e t e c t i o n  0 . 5  n g  r n ~ - '  1 4 7 - 5 0 1  a n d  i m m u n o a s s a y ,  0 . 3  n g  m l - '  [ 5 1 ] .  
B o t h  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s  h a v e  c h r o m o p h o r e s  d u e  t o  t h e  e x t e n s i v e  r i n g  
s t r u c t u r e  a n d  t h u s  U V  d e t e c t i o n  i s  u s e d  w i t h  c h r o m a t o g r a p h i c  a n d  c a p i l l a r y  
e l e c t r o p h o r e t i c  m e t h o d s  f o r  t h e i r  d e t e r m i n a t i o n  [ 5 2 - 5 4 1 .  A n t h r a c y c l i n e s  c o n t a i n  
b o t h  e l e c t r o a c t i v e  a n d  n a t i v e  f l u o r e s c e n t  q u i n o n e  m o i e t y  a n d  t h u s  e l e c t r o c h e m i c a l  
[ 5 5 , 5 6 ] ,  f l u o r e s c e n c e  a n d  l a s e r - i n d u c e d  f l u o r e s c e n c e  d e t e c t i o n  s y s t e m s  h a v e  b e e n  
u s e d  [ 7 , 5 7 - 7 4 1 .  
5 . 1 . 4 . 1  S a m p l e  p r e p a r a t i o n  
I n  o r d e r  t o  e x c l u d e  i n t e r f e r e n c e  f r o m  b i o f l u i d s  ( p r o t e i n  b i n d i n g ) ,  i t  i s  
n e c e s s a r y  t o  c a r r y  o u t  a  s a m p l e  p r e t r e a t m e n t  s t e p  p r i o r  t o  a n a l y s i s .  A  l i q u i d - l i q u i d  
p h a s e  e x t r a c t i o n  u s i n g  t e r t . - b u t y l m e t h y l  e t h e r  w a s  u s e d  f o r  p a c l i t a x e l  s a m p l e  
m a n i p u l a t i o n s  i n  h u m a n  p l a s m a  [ 5 3 ] .  M e t h a n o l  w a s  u s e d  b y  F a h r n y  e t  a l .  [ 7 5 ]  f o r  
p r o t e i n  p r e c i p i t a t i o n  p r i o r  t o  s a m p l e  p r e p a r a t i o n  o f  D O X  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  5 -  
F U .  T h e  p e r c e n t a g e  r e c o v e r y  w a s  f o u n d  t o  b e  b e t w e e n  9 9 . 4  a n d  1 0 0 . 4 % .  
A c e t o n i t r i l e  d e p r o t e i n i s a t i o n  o f  s e r u m  s a m p l e s  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  d i f f e r e n t  
a n t h r a c y c l i n e s  i s  w i d e l y  e m p l o y e d  [ 6 1 ,  6 2 1 .  H e m p e l  e t  a l .  [ 6 5 ]  e m p l o y e d  l i q u i d -  
l i q u i d  e x t r a c t i o n  w i t h  t h e  m i x t u r e  o f  s o d i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  a t  p H  7 . 4  a n d  
c h l o r o p h o r m  ( 1  :  1 0 )  w h e n  a n a l y s i n g  p l a s m a  w i t h  l o w  c o n c e n t r a t i o n  o f  D O X  ( u p  
t o  5 0  p g  m ~ - ' ) .  T h e  r e c o v e r y  w a s  7 2 . 8 %  a c c o m p a n i e d  b y  7 . 8 6 %  R S D ,  w h i c h  
m e a n s  t h a t  a  s i g n i f i c a n t  a m o u n t  o f  d r u g  w a s  c o - e x t r a c t e d  w i t h  p r o t e i n s .  
A  9 2 & 2 %  e x t r a c t i o n  e f f i c i e n c y  o f  d o c e t a x e l  w a s  a c h i e v e d  b y  l o a d i n g  
p l a s m a  o n t o  t h e  C2 S P E  m i c r o c o l u m n  f o l l o w e d  b y  R P  H P L C  s e p a r a t i o n  [ 7 6 ] .  C 8  
S P E  c a r t r i d g e s  h a v e  a l s o  b e e n  u s e d  f o r  s a m p l e  p r e t r e a t m e n t  o f  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  
t a x a n e s  a n a l y s i s  [ 4 7 ] .  C l g  a n d  C 2  c a r t r i d g e s  w e r e  u s e d  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  E P I  a n d  
d o c e t a x e l ,  r e s p e c t i v e l y ,  i n  a  c o m b i n a t i o n a l  t h e r a p y  [ 4 6 ] .  O n - l i n e  c o l u m n  
s w i t c h i n g  f r o m  a  c l e a n - u p  c o l u m n  t o  t h e  a n a l y t i c a l  c o l u m n  e l i m i n a t e s  t h e  n e e d  f o r  
s a m p l e  c l e a n - u p  f r o m  p l a s m a .  M a d e r  e t  a l .  [ 7 7 ]  u s e d  C 4  c l e a n  u p  c o l u m n  i n  
c o m b i n a t i o n  w i t h  C 8  a n a l y t i c a l  c o l u m n  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  p a c l i t a x e l  i n  
h u m a n  p l a s m a .  T h e  m e a n  o v e r a l l  r e c o v e r y  w a s  9 8 . 8 % .  A l v a r e z - C e d o n  e t  a l .  [ 7 8 ]  
d e v e l o p e d  a  s i n g l e  s o l v e n t  d e p r o t e i n i s i n g  s t e p  ( u s i n g  m e t h a n o l - Z n S 0 4 )  w i t h  a  
h i g h  r e c o v e r y  o f  d o x o r u b i c i n  ( c l o s e  t o  1 0 0 % )  w h i l e  M u r d t e r  e t  a l .  [ 7 9 ]  
s u c c e s s f u l l y  u s e d  A g N 0 3  f o r  t h i s  p u r p o s e .  
5 . 1 . 4 . 2  C h r o m a t o g r a p h i c  m e t h o d s  
T h e  m a j o r i t y  o f  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e s  f o r  a n t h r a c y c l i n e s  d e s c r i b e d  i n  t h e  
l i t e r a t u r e  u s e  r e v e r s e d - p h a s e  H P L C  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  f l u o r e s c e n c e  d e t e c t o r .  I f  
t h e  m e t h o d  i s  d e v e l o p e d  f o r  a  s i n g l e  a n t h r a c y c l i n e  o n l y  m i n o r  a d j u s t m e n t s  a r e  
n e e d e d  t o  a n a l y s e  r e l a t e d  c o m p o u n d s  a n d  m o s t  m e t h o d s  e m p l o y  o n e  o f  t h e  
a n t h r a c y c l i n e s  a s  a n  i n t e r n a l  s t a n d a r d  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  o t h e r s .  
D O X  a n d  D A U  ( I . S . )  w e r e  s e p a r a t e d  [ 7 ]  o n  a  C 1 8  c o l u m n  u s i n g  a  
c o m p l i c a t e d  g r a d i e n t  e l u t i o n  o f  A C N  a n d  1 - h e p t a n e s u l f o n i c  a c i d .  W i t h  t h e  
e x c i t a t i o n  a n d  m i s s i o n  o f  f l u o r e s c e n c e  d e t e c t i o n  s e t  a t  4 8 0  n m  a n d  5 5 0  n m ,  
r e s p e c t i v e l y ,  L O D  f o r  D O X  w a s  1  n g  r n ~ - ' .  T h e  m e t h o d  i s  p r e c i s e  w i t h  i n t e r - d a y  
a n d  i n t r a - d a y  R S D  w i t h i n  0 . 5 %  a n d  6 . 7 % .  P i c o m o l a r  l i m i t s  o f  d e t e c t i o n  f o r  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  D O X  a n d  i t s  m e t a b o l i t e s  i n  b i o l o g i c a l  f l u i d s  w e r e  r e p o r t e d  b y  
I s r a e l  e t  a l .  [ 8 0 ]  w h e n  u s i n g  f l u o r e s c e n c e  a s  a  d e t e c t i o n  t e c h m q u e .  T h e  p l a s m a  
c o n c e n t r a t i o n  ( ~ 3 8  n g  m ~ ' )  o f E P I  a n d  i t s  m e t a b o l i t e s  w a s  a n a l y s e d  b y  H P L C  
w i t h  f l u o r e s c e n c e  d e t e c t o r  [ 8 1 ] .  T h e  m e t h o d  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  a p p l i c a b l e  t o  
c l i n i c a l  p l a s m a  s a m p l e  t a k e n  d u r i n g  a  9 6 - h  i n f u s i o n  o f  e p i r u b i c i n  i n  a  p a t i e n t  w i t h  
m u l t i p l e  m y e l o m a .  O n l y  s m a l l  v o l u m e s  ( < 2 0 0  p L )  w e r e  r e q u i r e d  t o  b e  t r e a t e d  b y  
p r e c i p i t a t i o n ,  t h e  e l u t i o n  t i m e  o f  E P I  w a s  a r o u n d  1 0  m i n .  F o r  h u m a n  s e r u m  
c o n t a i n i n g  2 5  n g / m l  o f  e p i r u b i c i n ,  t h e  i n t e r -  a n d  i n t r a - d a y  v a r i a t i o n  w a s  4 0 % .  
T h e  m e t a b o l i t e s  e p i r u b i c i n o l  a n d  7 - d e o x y d o x o r u b i c i n o l o n e ,  b u t  n o t  7 -  
d e o x y d o x o r u b i c i n o n e ,  w e r e  a l s o  d e t e c t e d  a n d  m e a s u r e d .  
B a d e a  e t  a l .  [ 8 2 ]  d e v e l o p e d  a  m e t h o d  f o r  R P  H P L C  s e p a r a t i o n  o f  7  
a n t h r a c y c l i n e s  i n c l u d i n g  E P I ,  D O X  a n d  i d a r u b i c i n  ( I D A )  h y d r o c h l o r i d e  o n  C s  
c o l u m n  w i t h  t h e  m o b i l e  p h a s e  c o n t a i n i n g  S D S .  T h e  s e p a r a t i o n  w a s  p e r f o r m e d  i n  
1 0  m i n .  U s i n g  U V  d e t e c t i o n  t h e  a c h i e v e d  L O D s  f o r  D A U ,  D O X  a n d  E P I  w e r e  4 2 ,  
1 1 0  a n d  1 2 8  n g  m ~ - l ,  r e s p e c t i v e l y .  P a c l i t a x e l  i n  h u m a n  p l a s m a  w a s  s e p a r a t e d  o n  
C 8  a n a l y t i c a l  c o l u m n  ( a f t e r  s w i t c h i n g  f r o m  a  c l e a n - u p  c o l u m n )  w i t h  a m m o n i u m  
a c e t a t e  b u f f e r  -  A C N  m o b i l e  p h a s e  u s i n g  U V  d e t e c t i o n  [ 7 4 ] .  T h e  o v e r a l l  a n a l y s i s  
t i m e  w a s  r a t h e r  l o n g  ( 3 0  m i n ) .  L O D  i n  p l a s m a  w a s  1 1  n g  m l - l .  T h e  m e a n  
a c c u r a c y  o f  t h e  m e t h o d  w a s  1 . 4 % .  
D o c e t a x e l  a n d  e p i r u b i c i n  w e r e  a n a l y s e d  b y  t w o  d i f f e r e n t  m e t h o d s  i n  w o r k  
o f  C e r u t i  e t  a l .  [ 4 6 ] ,  w h e r e  t h e  p h a r m a c o k i n e t i c  i n t e r a c t i o n s  o f  t h e s e  d r u g s  w e r e  
i n v e s t i g a t e d  i n  c o m b i n a t i o n a l  t h e r a p y  o f  m e t a s t a t i c  b r e a s t  c a n c e r .  I n  t h i s  w o r k  t h e  
H P L C - U V  m e t h o d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  d o c e t a x e l  w a s  d e v e l o p e d  b y  [ 3 9 ]  a n d  
e m p l o y e d  A C N  :  w a t e r  ( 6 0 : 4 0 ,  v l v )  m o b i l e  p h a s e .  T h e  a n a l y s i s  o f  E P I  r e q u i r e d  
7 5 %  p h o s p h a t e  b u f f e r  a n d  2 5 %  A C N .  U V  d e t e c t i o n  w a s  a t  2 2 9  n r n  a n d  2 3 2  n m  
f o r  E P I  a n d  d o c e t a x e l ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  m e t h o d s  h a d  s h o w n  t o  b e  q u i t e  s e n s i t i v e  
w i t h  L O D s  o f  2 0  n g  m ~ - l  f o r  d o c e t a x e l  a n d  3 0  n g  m ~ - '  f o r  e p i r u b i c i n .  T h e  
p r o c e d u r e  r e s u l t e d  i n  a  v e r y  l o n g  t o t a l  a n a l y s i s  t i m e  a s  i t  i n v o l v e d  6  m i n  
s e p a r a t i o n  t i m e  f o r  d o c e t a x e l ,  1 5  m i n  f o r  E P I  a n d  t h e  t i m e  r e q u i r e d  f o r  a  s e p a r a t e  
s a m p l e  p r e t r e a t m e n t  o f  e a c h  d r u g  p r i o r  t o  t h e  a n a l y s i s .  
M i c r o b o r e  H P L C  o f f e r s  r a p i d  c o l u m n  e q u i l i b r a t i o n  a n d  e n h a n c e d  
s e n s i t i v i t y  a n d  r e s o l u t i o n ,  a n d  a p p l i c a b i l i t y  t o  H P L C - M S  m e t h o d o l o g i e s .  Z a o  a n d  
D a s h  [ 5 9 ]  c a r r i e d  o u t  t h e i r  a n a l y s i s  o n  a  5 0 x 1 - m r n  C l 8  L u n a  c o l u m n  w i t h  a  f l o w  
r a t e  o f  0 . 1  m L  m i n - '  a n d  a  m o b i l e  p h a s e  o f  A C N - 1 %  a c e t i c  a c i d  ( 8 0 : 2 0 ) .  
F l u o r e s c e n c e  d e t e c t i o n  ( h E x  =  5 0 5  n m ,  h E m  =  5 5 0  n r n )  a c h i e v e d  t h e  d e t e c t i o n  
l i m i t s  o f  1  n g  r n ~ ' ,  w h i c h  a r e  v e r y  s i m i l a r  t o  t h o s e  o n  a  n o r m a l  c o l u m n .  
5 . 1 . 4 . 3  C a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  
A l t h o u g h  a  s i g n i f i c a n t  n u m b e r  o f  t h e  r o u t i n e  a n a l y s i s  o f  a n t h r a c y c l i n e s  
a n d  t a x a n e s  a r e  s t i l l  p e r f o r m e d  b y  c h r o m a t o g r a p h i c  t e c h n i q u e s  [ 7 ,  3 9 ,  4 7 ,  5 9 ,  7 7 ,  
8 2 1 ,  t h e r e  h a v e  b e e n  n u m e r o u s  a t t e m p t s  t o  c h a l l e n g e  t h e  r e s o l v i n g  p o w e r  o f  
c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  i n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  [ 5 4 ,  5 6 ,  6  1 - 6 3 ,  6 7 ,  
8 3 ,  8 4 1 .  I t  h a s  t o  b e  m e n t i o n e d  o n c e  a g a i n  t h a t  a l l  m e t h o d s  d e v e l o p e d  t o  d a t e  d o  
n o t  a l l o w  s i m u l t a n e o u s  d e t e r m i n a t i o n  o f  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s .  T a b l e  5 . 1  
s h o w s  s e v e r a l  o f  t h e  m o s t  r e p r e s e n t a t i v e  C E  m e t h o d s .  
B o t h  r e p o r t e d  m e t h o d s  f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  t a x a n e s  [ 8 3 ,  8 4 1  u s e d  b u f f e r s  
a t  a l k a l i n e  p H  a n d  i n v o l v e d  M E K C  m e c h a n i s m  o f  s e p a r a t i o n ,  a l t h o u g h  a  
s i g n i f i c a n t  a m o u n t  o f  o r g a n i c  p h a s e  ( A C N )  3 0 - 3 5 %  w a s  r e q u i r e d .  T h e  t i m e  o f  t h e  
r u n ,  a t  w h i c h  t h e  p a c l i t a x e l  a n d  d o c e t a x e l  c o u l d  b e  s e p a r a t e d  w e r e  1 8  a n d  1 2  m i n  
[ 8 3 ,  8 4 1 .  T h e  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  S D S  1 0 0  m M  i n  t h e  f i r s t  m e t h o d  w a s  t h e  
r e a s o n  f o r  a  l o n g e r  r u n  t i m e  e v e n  t h o u g h  o n l y  t w o  c o m p o u n d s  w e r e  a n a l y s e d .  
S h a o  e t .  a l .  [ 8 4 ]  a c h i e v e d  t h e  s e p a r a t i o n  o f  p a c l i t a x e l  a n d  1 3  r e l a t e d  t a x a n e s  i n  
o n l y  1 2  m i n  w i t h  4 0  m M  S D S  i n  t h e  s e p a r a t i o n  b u f f e r .  A  1 0  m M  u r e a  w a s  a d d e d  
t o  t h e  l a t t e r  s y s t e m  b u t  t h e  a u t h o r s  s u g g e s t e d  t h a t  i t  d i d  n o t  a f f e c t  t h e  s e p a r a t i o n  
s i g n i f i c a n t l y .  
M o s t  o f  t h e  C E  m e t h o d s  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  a n t h r a c y c l i n e s  e m p l o y e d  
f r e e  z o n e  e l e c t r o p h o r e s i s  w i t h  3 0 %  t o  7 0 %  o f  o r g a n i c  a d d i t i v e ,  s u c h  a s  M e O H  o r  
A C N  [ 5 4 ,  6 1 - 6 3 ] .  H u  a n d  c o l l e a g u e s  [ 5 6 ]  u s e d  o n l y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  p h o s p h a t e  
b u f f e r  a t  p H  7 . 8  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  a  s i n g l e  c o m p o u n d  D A U .  T h e  
a m p e r o m e t r i c  d e t e c t i o n  w h i c h  w a s  e m p l o y e d  i n  t h i s  m e t h o d  w a s  a b l e  t o  a c h i e v e  
L O D  o f  0 . 8  p M  i n  u r i n e ,  w h i l e  n e i t h e r  s a m p l e  p r e p a r a t i o n  n o r  p r e c o n c e n t r a t i o n  
w e r e  i n v o l v e d ,  a p a r t  f r o m  f i l t e r i n g .  L I F  w a s  w i d e l y  e m p l o y e d  a s  a  d e t e c t i o n  
t e c h n i q u e  [ 6 1 - 6 3 ,  6 7 1 ,  t h e  b e n e f i t  o f  w h i c h  w a s  a  v e r y  l o w  L O D s  ( T a b l e  5 . 1 ) .  
G a v e n d a  e t  a l .  [ 5 4 ]  u s e d  r e v e r s e d  p o l a r i t y  o f  s e p a r a t i o n  a t  l o w  p H  2 . 5  f o r  D O X  
a n d  D A U .  E m p l o y i n g  a  s w e e p i n g  t e c h n i q u e  t o  p r e c o n c e n t r a t e  t h e  a n a l y t e s  a n d  a  
t r a d i t i o n a l  U V  d e t e c t o r  ( 2 3 4  n m )  i t  w a s  p o s s i b l e  t o  q u a n t i f y  1 0  n M  o f  a n a l y t e s  i n  
p l a s m a .  A  s i n g l e  c e l l  a n a l y s i s  o f  D O X ,  d o x o r u b i c i n o l  ( D O X o l )  a n d  o t h e r  
m e t a b o l i t e s  w a s  i n v e s t i g a t e d  b y  A n d e r s s o n  e t  a l .  [ 6 7 ]  u s i n g  M E K C  m o d e  o f  
s e p a r a t i o n  a n d  L I F  d e t e c t o r .  A  f i v e  m i n  s e p a r a t i o n  t i m e  a n d  L O D  o f  6 1 h 1 3  z m o l  
w e r e  t h e  a c h i e v e m e n t s  o f  t h e  m e t h o d .  
M E K C  w a s  a l s o  e m p l o y e d  t o  r e v e a l  d i f f e r e n c e s  i n  i n t r a c e l l u l a r  
m e t a b o l i s m  b e t w e e n  l i p o s o m a l  a n d  f r e e  d o x o r u b i c i n  t r e a t m e n t  o f  h u m a n  
l e u k a e m i a  c e l l s  [ 7 4 ] .  L i p o s o m e - e n c a p s u l a t e d  f o r m  i s  w h e r e  a n t h r a c y c l i n e  i s  i n  a  
s m a l l  v e s i c l e  c o m p o s e d  o f  2 :  1  m o l a r  r a t i o  o f  d i s t e a r o y l  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  a n d  
c h o l e s t e r o l  [ 8 5 ] .  I t  w a s  r e p o r t e d  t o  b e  l e s s  c a r d i o t o x i c  t h e n  c o r r e s p o n d i n g  
a n t h r a c y c l i n e ,  D A U  o r  D O X  [ 8 6 ] .  A n  o r g a n i c  m o d i f i e d  C Z E  m e t h o d  w a s  
d e v e l o p e d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  f r e e  a n d  l i p o s o m e - a s s o c i a t e d  D A U  a n d  
d a u n o r u b i c i n o l  ( D A U o l )  i n  p l a s m a  [ 7  1 1 .  
A  p r e s s u r i s e d  c a p i l l a r y  e l e c t r o c h r o m a t o g r a p h y  m e t h o d  f o r  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  D O X  w a s  d e v e l o p e d  b y  N a g a r a j  a n d  K a m e s  [ 8 7 ] .  A  1 0 0  p m  i . d .  
h s e d  s i l i c a  c a p i l l a r y  w a s  p a c k e d  w i t h  3  p m  C - 1 8  p a r t i c l e s  a n d  s e p a r a t i o n  w a s  
c a r r i e d  o u t  a t  2 5  k V  u s i n g  7 0 %  A C N  :  3 0 %  p h o s p h a t e  ( 1 0  m M ,  p H  4 . 8 )  a s  m o b i l e  
p h a s e .  D o x o r u b i c i n  w a s  d e r i v a t i s e d  i n  o r d e r  t o  u s e  v i s i b l e  d i o d e  l a s e r  i n d u c e d  
f l u o r e s c e n c e .  T h e  o b t a i n e d  r e s u l t s  s h o w e d  a  v e r y  a t t r a c t i v e  L O D  ( 1 . 7  n g  m ~ l ) .  
5 . 1 . 5  O b s e r v a t i o n s  
T h e  a n a l y s i s  o f  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s  i s  o f  a  h i g h  i m p o r t a n c e  f o r  
c a n c e r  t h e r a p y ,  a s  e v i d e n c e d  b y  t h e  n u m e r o u s  d e v e l o p e d  a n a l y t i c a l  m e t h o d s  f o r  
t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e s e  c o m p o u n d s .  N e i t h e r  c h r o m a t o g r a p h i c  n o r  c a p i l l a r y  
e l e c t r o p h o r e t i c  m e t h o d s  d e v e l o p e d  t o  d a t e  o f f e r  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  s i m u l t a n e o u s  
a n a l y s i s  o f  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s ,  w h i c h  a r e  a d m i n i s t e r e d  t o g e t h e r  i n  
c o m b i n a t i o n a l  t h e r a p y  o f  m e t a s t a t i c  b r e a s t  c a n c e r .  T h e  l i t e r a t u r e  r e v i e w  s h o w s  
t h a t  t h e  m e t h o d s  e m p l o y i n g  C E  c a n  o f f e r  l o w  L O D ,  w h i c h  a r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  i n  
H P L C ,  a n d  s h o r t e r  t i m e s  o f  a n a l y s i s .  
Table 5.1. Some representative methods for CE separation of anthracyclines and taxanes. 
I 
Analytes Time, Buffer Additives Capillary Voltage Injection Tempe Detec Sample LOD Ref. 
min &pH length rature tor prep. / 
Pact itaxel, 
Docetaxel 
Paditaxel & 
13 taxanes 
DOX, 
DAU 
x ID preconc. 
18 25mM 100 mM 67/60 418 0.5 psi Not UV Yeslyes 20 ng m ~ '  [83] 
Tris- SDS, cm x Vlcm 12 sec reported (10 times) Plasma, 
phosph 35% 50 pm 50 mg m ~ '  
pH 8.5 ACN * urine 
12 25 mM 40 mM 7215 0 25 kV 5 in. 30 "C UV Not Not [a41 
Trizrna SDS, cm x Hg reported reported 
PH 9 30% 50 pm 1 sec 
ACN, 
10 mM 
urea 
14 lOmM 40% 75/45 -30 kV 30 kV 25°C UV Yestno 10 nM [541 
phosph MeOH cm x 3-5 min plasma 
pH 2.5 50 pm ** 
D m  
EPI, 1 
DAU 
8 100 mM 70% 70165 20 kV 12 kV Not LIF Yeslyes 35,70,50 [61] 
phosph ACN cm x 5 sec reported Pg InL -' 
pH 4.2 75 pm 
Table 5.1. Continue 
"Extended light pass was employed, ** Sweeping was employed, *** Single cell analysis. 
Analytes Time, Buffer Additives Capillary Voltage Injection Tempe Detec Sample LOD Ref. 
1 
min &pH length rature tor prep. / 
x ID preconc. 
DOX, 
f)OXol, 
DAU, 
m A ,  
u3.401 
metabolites 
DAU 
- 
5 100 mM 60 pM 40(ef) cm 25 kV 10 kV Not LIF Yeslyes <2 pg L - ~  1631 
phosph spennin, x50 pm 7 sec reported (2times) (LOQ) 
PH 5 70% 
ACN 
pH 9.3 *+* 
6 150 rnM non 35cm 8kV 8kV Not Ampe Nolno 0.8 [561 
phosph x 25 pm 10 sec reported romet pmol L-' 
pH 7.8 rY urine 
DOX 
DAU, 
IDA 
DOX, 
DOXol& 
10 1OOmM 30% 57150cm 15kV 3.45kPa 25°C LIF Yeslno <0.9 [621 
borate ACN x 75 pn 5-15 sec ng m ~ - '  
pH 9.5 (LOQ) 
5 10 mM 10 mM 35 cm 14.12 3.53 kV Not LIF Yeslno 61*13 1671 
borate SDS x50pm kV 5 sec reported m o l  
5 . 1 . 6  A i m  o f  t h i s  w o r k  
T h e  a b o v e  r e v i e w  h a s  s h o w n  t h a t  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s  h a v e  b e e n  
p r e s c r i b e d  t o  c a n c e r  p a t i e n t s  i n  c o m b i n a t i o n  a n d  s u c h  t h e r a p y  h a s  p r o v e n  t o  
i n c r e a s e  s u r v i v a l  r a t e s .  O n l y  o n e  a n t h r a c y c l i n e  a n d  o n e  c o m p o u n d  o f  t h e  t a x a n e  
t y p e  a r e  a d m i n i s t e r e d  a t  t h e  s a m e  t i m e ,  A l t h o u g h  t h e s e  d r u g s  a r e  t a k e n  b y  p a t i e n t s  
s i m u l t a n e o u s l y ,  t h e i r  c o n t r o l  a n d  d e t e r m i n a t i o n  i n  b i o l o g i c a l  f l u i d s  i s  s t i l l  
p e r f o r m e d  s e p a r a t e l y .  H e n c e ,  i t  i s  w o r t h w h i l e  f o r  h i g h  s a m p l e  t h r o u g h p u t  t o  
e x a m i n e  t h e  f e a s i b i l i t y  o f  a n a l y s i n g  t h e s e  c o m p o u n d s  b y  a  s i n g l e  m e t h o d .  
A n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s  a r e  q u i t e  d i f f e r e n t  c o m p o u n d s  b y  t h e i r  n a t u r e ,  w h i c h  
m a k e s  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  m e t h o d  f o r  t h e i r  s i m u l t a n e o u s  d e t e r m i n a t i o n  v e r y  
c h a l l e n g i n g .  
T h e  b d a m e n t a l  a i m  o f  t h i s  w o r k  w a s  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  c a p a b i l i t y  o f  t h e  
c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e t i c  t e c h n i q u e  f o r  s i m u l t a n e o u s  d e t e r m i n a t i o n  o f  t a x a n e s  a n d  
a n t h r a c y c l i n e s .  
5 . 2  E X P E R I M E N T A L  
5 . 2 . 1  C E  i n s t r u m e n t a t i o n  
C E  s e p a r a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  u s i n g  t h e  s y s t e m  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  2 .  
T h e  f u s e d  s i l i c a  c a p i l l a r i e s  ( C o m p o s i t e  M e t a l  S e r v i c e s  l t d . ,  T h e  C h a s e ,  H a l l o w ,  
W o r c s .  W R 2  6 L D )  w e r e  5 6  c m  i n  l e n g t h  ( 4 8  c m  t o  t h e  d e t e c t o r )  w i t h  a n  i n t e r n a l  
d i a m e t e r  o f  5 0  p . m .  
5 . 2 . 2  R e a g e n t s  
A l l  a n a l y t e  c o m p o u n d s  i n v e s t i g a t e d  i n  t h e  s e p a r a t i o n s  h a d  p u r i t y  o f  a t  
l e a s t  9 9 %  a n d  w e r e  u s e d  w i t h o u t  f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n .  D a u n o r u b i c i n ,  d o x o r u b i c i n  
h y d r o c h l o r i d e ,  d o c e t a x e l ,  p a c l i t a x e l ,  e q u i l i n ,  n a p r o x a n e ,  2 ,  4 -  
d i c h l o r o p h e n o x y a c e t i c  a c i d ,  T r i s  ( [ h y d r o x y m e t h y l ]  a m i n o m e t h a n e  h y d r o c h l o r i d e  
a n d  T r i z m a  b a s e ) ,  N a H 2 P 0 4 ,  H C 1 ,  N a O H ,  s o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e ,  h u m a n  
p l a s m a  a n d  b o v i n e  p l a s m a  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a - A l d r i c h ,  D u b l i n ,  I r e l a n d .  
n - o c t a n e  a n d  n - h e p t a n e  w e r e  f r o m  B D H  L a b o r a t o r y  S u p p l i e s ,  P o o l e ,  E n g l a n d .  n -  
b u t y l  a l c o h o l  w a s  f r o m  M a y  &  B a k e r  l t d . ,  D a g e n h a m ,  E n g l a n d .  M e t h a n o l  ( H P L C  
g r a d e ) ,  a c e t o n i t r i l e  ( H P L C  g r a d e )  a n d  e t h y l  a c e t a t e  w e r e  f r o m  L a b - S c a n ,  D u b l i n  
I r e l a n d .  B o r i c  a c i d  a n d  p h o s p h o r i c  a c i d  w e r e  f r o m  R i e d e l - d e  H a e n ,  S e e l z e ,  
G e r m a n y .  B u f f e r s  w e r e  p r e p a r e d  u s i n g  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  a d j u s t e d  u s i n g  1  M  a n d  
0 . 1  M  N a O H ,  0 . 1  M  H C 1  o r  d i l u t e d  p h o s p h o r i c  a c i d .  
5 . 2 . 3  S t a n d a r d s  
S t o c k  s o l u t i o n s  o f  d o c e t a x e l  2 . 5  m g  m ~ - '  i n  m e t h a n o l  a n d  p a c l i t a x e l  2 . 5  
m g  m L ' l  i n  m e t h a n o l  w e r e  k e p t  i n  a  f r e e z e r ,  w h i l e  2  m g  m L - '  d a u n o r u b i c i n  
h y d r o c h l o r i d e  i n  m e t h a n o l  a n d  2  m g  m L - I  d o x o r u b i c i n  h y d r o c h l o r i d e  i n  0 . 9 %  
s o l u t i o n  o f  N a C l  w e r e  s t o r e d  i n  a  r e f r i g e r a t o r .  S t o c k s  o f  2  m g  m ~ - '  e q u i l i n l ,  3 . 4 6  
m g  m L - '  2 ,  4 - d i c h l o r o p h e n o x y a c e t i c  a c i d  a n d  2  m g  m L - '  n a p r o x e n  w e r e  m a d e  u p  
i n  m e t h a n o l  a n d  s t o r e d  i n  a  r e f r i g e r a t o r .  
5 . 2 . 4  P l a s m a  
5 . 2 . 4 . 1  D i r e c t  p l a s m a  i n j e c t i o n  
D i s t i l l e d  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  t h e  d r y  h u m a n  p l a s m a  i n  t h e  a m o u n t  
s u g g e s t e d  b y  t h e  m a n u f a c t u r e r .  O b t a i n e d  p l a s m a  w a s  d i l u t e d  w i t h  t h e  s e p a r a t i o n  
b u f f e r  i n  r a t i o s  2 0 :  8 0 ,  5 0  :  5 0 ,  8 0  : 2 0  a n d  1 0 0  :  0  ( v l v )  t o  o b t a i n  0 . 5  m L  s o l u t i o n  
i n  t o t a l .  E a c h  o f  t h e s e  s a m p l e s  w a s  s p i k e d  w i t h  0 . 0 4  m L  D A U ,  0 . 0 4  m L  d o c e t a x e l  
a n d  0 . 0 0 3  m L  n a p r o x e n  ( I S )  f r o m  t h e i r  s t o c k s .  
5 . 2 . 4 . 2  P l a s m a  p r e t r e a t m e n t  
D i s t i l l e d  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  t h e  d r y  b o v i n e  p l a s m a  i n  t h e  a m o u n t  
s u g g e s t e d  b y  t h e  m a n u f a c t u r e r .  T h e  p r o c e d u r e  f o r  p l a s m a  p r e - t r e a t m e n t  w a s  t a k e n  
f r o m  t h e  w o r k  o f  P o l s o n  e t  a l .  [ 8 8 ]  w i t h  s o m e  m o d i f i c a t i o n s .  A  0 . 2  m L  a l i q u o t  o f  
p l a s m a  w a s  m i x e d  w i t h  0 . 0 0 5  m L  D A U  ( 4 5 . 5  p g  m ~ - ' ) ,  0 . 0 0 5  m L  d o c e t a x e l ( 5 6 . 8  
p g  m ~ - ' )  a n d  0 . 0 1  m L  e q u i l i n  ( I S )  2  r n g  m ~ - ' ( 9 0 . 9  p g  m m l ) .  T h i s  m i x t u r e  w a s  
v o r t e x e d  f o r  1 0  s e c .  A c e t o n i t r i l e  w a s  a d d e d  i n  a m o u n t  o f  0 . 6  m L ;  t h i s  w a s  
v o r t e x e d  f o r  2 0  s e c  a n d  t h e n  l e f t  f o r  2 0  m i n  e n s u r i n g  p r o t e c t i o n  f r o m  l i g h t .  T h e  
m i x t u r e  w a s  p l a c e d  i n  a  c e n t r i f u g e  a t  3 0 0 0  r p m  f o r  1 0  m i n .  A  0 . 7  m L  o f  
s u p e r n a t a n t  w a s  t r a n s f e r r e d  i n t o  a n  e p p e n d o r f  a n d  e v a p o r a t e d  u n d e r  n i t r o g e n  u n t i l  
d r y n e s s .  T h e  r e s i d u e  w a s  r e c o n s t i t u t e d  i n  0 . 0 5  m L  o f  s e p a r a t i o n  b u f f e r  o f  c h o i c e  
b e f o r e  t h e  a n a l y s i s .  I n  o r d e r  t o  i n j e c t  s u c h  a  s m a l l  q u a n t i t y  o f  s a m p l e ,  s m a l l  
e p p e n d o r f s  ( w i t h  l i d s  c u t  o f f )  w e r e  i n s e r t e d  i n t o  t h e  s t a n d a r d  C E  v i a l s .  T h e  o f f s e t  
o f  t h e  c a p i l l a r y  w a s  s e t  t o  1 3  m m  ( 3  r n r n  i n  a l l  o t h e r  s e p a r a t i o n s ) .  
5 . 2 . 5  P r o c e d u r e  
A l l  b u f f e r s  w e r e  f i l t e r e d  t h r o u g h  a  0 . 2  p m  f i l t e r  b e f o r e  u s e .  T a x a n e s  a n d  
a n t h r a c y c l i n e s  w e r e  d e t e c t e d  a t  2 3 0  n m .  S e p a r a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  3 0  k V  
e l e c t r o p h o r e t i c  v o l t a g e  a n d  t e m p e r a t u r e  2 0 ° C ,  u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d .  I n j e c t i o n s  
w e r e  h y d r o d y n a m i c  5 0  m b a r  f o r  6  o r  1 2  s e e  f o r  C Z E  a n d  M E K C  e x p e r i m e n t s ,  5 0  
m b a r  f o r  2  s e c  f o r  o c t a n e  M E E K C  s e p a r a t i o n s  a t i d  - 5 0  m b a r  f o r  2  s e e  f o r  h i g h -  
s p e e d  M E E K C ,  u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d .  C Z E ,  M E K C  a n d  o c t a n e  M E E K C  
s e p a r a t i o n s  i n c l u d e d  c o n d i t i o n i n g  b e t w e e n  r u n s  w i t h  2  r n i n  M e O H ,  f o I l o w e d  b y  
0 . 1  M  N a O H  f o r  3  m i n  a n d  r u n  b u f f e r  f o r  3  m i n .  C o n d i t i o n i n g  f o r  h i g h - s p e e d  
M E E K C  i n c l u d e d  1  m i n  w i t h  0 . 1  M  N a O H ,  f o l l o w e d  b y  M e O H  f o r  I  m i n  a n d  r u n  
b u f f e r  f o r  1  m i n .  S a m p l e s  w e r e  d i l u t e d  i n  t h e  r u n  b u f f e r ,  u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d .  
A11 s e p a r a t i o n s  w e r e  r e p e a t e d  a t  l e a s t  t h r e e  t i m e s .  
5 . 3  R E S U L T S  A N D  D I S C U S S I O N  
5 . 3 . 1  S e p a r a t i o n  o f  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s  b y  C Z E  
F o r  t h e  p u r p o s e  o f  t h i s  s t u d y  d o x o r u b i c i n  a n d  d o c e t a x e l  w e r e  u s e d  a s  t e s t  
a n a l y t e s .  
A s  i t  c a n  b e  s e e n  i n  T a b l e  5 . 1  a  l o t  o f  t h e  m e t h o d s  d e v e l o p e d  f o r  t h e  
s e p a r a t i o n  o f  a n t h r a c y c l i n e s  h a v e  e m p l o y e d  o r g a n i c a l l y  m o d i f i e d  f r e e  z o n e  
e l e c t r o p h o r e s i s .  T h e  s e p a r a t i o n  b u f f e r s  h a v e  b e e n  e m p l o y e d  i n  t h e  l o w  p H  ( b e l o w  
5 )  a n d  h i g h  p H  ( 8 - 9 )  r a n g e  i n  o r d e r  t o  e n s u r e  f u l l  o r  p a r t i a l  i o n i s a t i o n  o f  a n a l y t e s .  
T h e  p r e s e n c e  o f  o r g a n i c  s o l v e n t  i n  t h e  s e p a r a t i o n  b u f f e r  w a s  n e c e s s a r y  i n  o r d e r  t o  
i n c r e a s e  s o l u b i l i t y  o f  h y d r o p h o b i c  d o c e t a x e l  i n  t h e  a q u e o u s  e l e c t r o l y t e .  I t  w a s  
d e c i d e d  t o  u s e  t h i s  s t r a t e g y  f o r  t h e  s i m u l t a n e o u s  s e p a r a t i o n  o f  a n t h r a c y c l i n e  a n d  
t a x a n e .  T h e  a d d i t i o n  o f  t w o  o r g a n i c  s o l v e n t s  m e t h a n o l  a n d  a c e t o n i t r i l e  a t  d i f f e r e n t  
c o n c e n t r a t i o n s  t o  a  2 0  m M  b o r a t e  b u f f e r  p H  9  w a s  i n v e s t i g a t e d .  T h e  
e l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  t h e  o b t a i n e d  s e p a r a t i o n s  a r e  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  5 . 3  a n d  5 . 4 .  
M e t h a n o l  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  3 0 %  o r  7 0 %  d i d n ' t  h a v e  e n o u g h  r e s o l v i n g  p o w e r  
f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  t w o  a n a l y t e s ,  t h e y  c o e l u t e d  w i t h  t h e  E O F .  
F i g u r e  5 . 3 .  E l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  C Z E  s e p a r a t i o n  o f  d o c e t a x e l  a n d  D O X .  
S e p a r a t i o n  c o n d . :  2 0  m M  b o r a t e  b u f f e r  p H  9 ,  A  -  w i t h  3 0 %  M e O H ,  B  -  w i t h  7 0 %  
M e O H ,  3 0  k V ,  2 0 ° C ,  h y d r o d .  i n j .  2  s e c . ,  d e t e c .  a t  2 3 0  u r n ,  c a p i l l a r y  5 6 c m  ( 4 8 c m ) ,  5 0  
p r n  i . d .  S a m p l e :  D O X  5 4 . 1  p g  m ~ "  a n d  d o c e t a x e l 6 7 . 6  p g  r n ~ ~ '  i n  t h e  r u n  b u f f e r .  
R e s o l u t i o n  o f  m o r e  t h a n  1 . 5  w a s  o b t a i n e d  w h e n  a c e t o n i t r i l e  w a s  a d d e d  t o  
t h e  r u n  b u f f e r .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  i n c r e a s e d  a m o u n t  o f  o r g a n i c  s o l v e n t  r e s u l t e d  
i n  a n  d e c r e a s e  i n  E O F  a n d  t h a t  i s  w h y  t h e  m i g r a t i o n  t i m e s  o f  t h e  a n a l y t e s  w i t h  
7 0 %  M e O H  ( F i g u r e  5 . 3  B )  o r  A C N  ( F i g u r e  5 . 4  B ,  C )  i n  t h e  b u f f e r  w e r e  l o n g e r .  A  
h i g h e r  a m o u n t  o f  a c e t o n i t r i l e  a d d e d  t o  t h e  s e p a r a t i o n  b u f f e r  w a s  b e n e f i c i a l  f o r  t h e  
s e p a r a t i o n  a s  t h e  e f f i c i e n c y  o f  b o t h  a n a l y t e  p e a k s  i n c r e a s e d .  T h e  d a t a  i s  s h o w n  i n  
T a b l e  5 . 2 .  A t  t h e  c o n d i t i o n s  o f  t h e  s e p a r a t i o n  ( p H  9 )  d o x o r u b i c i n  p o s s e s s e d  s o m e  
n e g a t i v e  c h a r g e  a s  t h e  p h e n o l i c  h y d r o x y l  g r o u p  w a s  d e p r o t o n a t e d .  T h i s  w a s  t h e  
r e a s o n  w h y  t h e  m o l e c u l e s  o f  D O X  s h o w e d  n e g a t i v e  m o b i l i t y  a n d  m i g r a t e d  a f t e r  
E O F  a n d  d o c e t a x e l .  
2  4  6  8  
M g r a t i u f i  h e ,  m i n  
F i g u r e  5 . 4 .  E l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  C Z E  s e p a r a t i o n  o f  d o c e t a x e l  a n d  D O X .  
S e p a r a t i o n  c o n d . :  2 0  m M  b o r a t e  b u f f e r  p H  9 ,  A  -  w i t h  3 0 %  A C N ,  B ,  C  -  w i t h  
7 0 %  A C N ,  3 0  k V ,  2 0 ° C ,  h y d r o d .  i n j .  6  s e c . ,  d e t e c .  a t  2 3 0  n m ,  c a p i l l a r y  5 6 c m  ( 4 8 c m ) ,  
5 0  p m  i . d .  S a m p l e :  D O X  5 4 . 1  p g  m L - '  a n d  d o c e t a x e l  6 7 . 6  p g  r n ~ - '  i n  t h e  r u n  b u f f e r  
( A  a n d  B )  /  A C N  ( C ) .  
T h e  e l e c t r o p h e r o g r a m  i n  F i g u r e  5 . 4  C  a n d  d a t a  i n  T a b l e  5 . 2  s h o w e d  t h a t  
t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  i n j e c t e d  s a m p l e  h a d  a n  i m p a c t  o n  t h e  s e p a r a t i o n .  T h e  
e f f i c i e n c y  o f  d o c e t a x e l  i n j e c t e d  i n  1 0 0 %  A C N  w a s  s i g n i f i c a n t l y  l e s s  t h a n  t h a t  i n  
t h e  r u n  b u f f e r .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  e f f i c i e n c y  o f  d o x o r u b i c i n  w a s  h i g h e r  i n  t h e  
s o l v e n t .  T h e  r e p e a t a b i l i t y  o f  t h e  m i g r a t i o n  t i m e  w a s  g o o d  a s  t h e  % R S D  w a s  l e s s  
t h a n  3 %  ( T a b l e  5 . 2 ) .  
T a b l e  5 . 2 .  E f f e c t  o f  t h e  A C N  c o n c e n t r a t i o n  a n d  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  i n j e c t i o n  o f  t h e  
p a r a m e t e r s  o f  s e p a r a t i o n .  n  =  3  
C o n d i t i o n s  D o c e t a x e l  
D o x o r u b i c i n  
N  O h R S D  ( t , )  N  % R S D  ( t , )  
3 0 %  A C N ,  
s a m p l e  i n  
t h e  r u n  b u f f e r  
7 0 %  A C N ,  
s a m p l e  i n  1 8 8 3 8 h 1 7 3 2  2 . 8 3  
t h e  r u n  b u f f e r  
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5 . 3 . 2  S e p a r a t i o n  o f  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s  b y  M E K C  
T h e  m e t h o d s  r e p o r t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  t a x a n e s  
e m p l o y e d  m i c e l l a r  e l e c t r o k i n e t i c  c h r o m a t o g r a p h y  s e p a r a t i o n s  [ 8 3 ,  8 4 1 .  T a x a n e s  
t e n d  t o  h a v e  s i m i l a r ,  l a r g e  p a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t s  i n  t h e  m i c e l l e  p h a s e  d u e  t o  t h e i r  
s m a l l  a q u e o u s  s o l u b i l i t y  [ 8 4 ] .  A d d i t i o n  o f  a n  o r g a n i c  s o l v e n t  t o  t h e  s e p a r a t i o n  
b u f f e r  i n c r e a s e d  t h e  s o l u b i l i t y  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  i n  t h e  e l e c t r o l y t e .  A  
s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  o r g a n i c  s o l v e n t  i s  r e p o r t e d  t o  i n d u c e  c h a n g e s  
i n  s i z e  a n d  s t r u c t u r e  o f  t h e  m i c e l l e s  [ 8 9 - 9 0 1 .  V i n d e v o g e l  a n d  S a n d r a  [ 9 1 ]  d e d u c e d  
t h a t  S D S  m i c e l l e s  m i g h t  b e  s t a b l e  a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  A C N  i n  t h e  a q u e o u s  
b u f f e r  d u e  t o  t h e  a b s e n c e  o f  t h e  p r e c i p i t a t i o n  o f  S D S  m o n o m e r s ,  w h i c h  a r e  
i n s o l u b l e  i n  A C N .  S h a o  a n d  L o c k e  [ 8 4 ]  c o n c l u d e d  t h a t  i t  i s  s t i l l  n o t  c l e a r  i n  
p r e c i s e l y  w h a t  f o r m  s u r f a c t a n t  m o l e c u l e s  e x i s t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  o r g a n i c  s o l v e n t ,  
b u t  s e p a r a t i o n s  a c h i e v e d  i n  t h e s e  s y s t e m s  a r e  n o t  p o s s i b l e  i n  t h e  a b s e n c e  o f  t h e  
o r g a n i c  a d d i t i v e .  
O n e  o f  t h e  m e t h o d s  f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  d o x o r u b i c i n  a n d  i t s  m e t a b o l i t e s  
b y  A n d e r s o n  e t  a l .  [ 6 7 ]  e m p l o y e d  M E K C  w i t h  1 0  m M  S D S ,  b u t  n o  o r g a n i c  p h a s e  
w a s  r e q u i r e d  t o  a c h i e v e  t h i s  s e p a r a t i o n .  T h e  m e t h o d s  f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  t a x a n e s  
[ 8 2 ,  8 3 1  a n d  a n t h r a c y c l i n e s  [ 6 7 ]  u s e d  b u f f e r s  a t  a l k a l i n e  p H .  S i n c e  M E K C  w a s  
p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  t o  b e  s u c c e s s f u l  i n  t h e  i n d e p e n d e n t  d e t e r m i n a t i o n s  o f  t a x a n e s  
a n d  a n t h r a c y c l i n e s ,  i t  w a s  d e c i d e d  i t  w o u l d  b e  w o r t h w h i l e  t o  t e s t  i t s  r e s o l v i n g  
p o w e r  f o r  t h e  s i m u l t a n e o u s  s e p a r a t i o n  o f  t a x a n e  a n d  a n t h r a c y c l i n e .  
F o r  t h e  p u r p o s e  o f  t h i s  s t u d y  d o x o r u b i c i n  a n d  d o c e t a x e l  w e r e  u s e d  a s  t e s t  
a n a l y t e s .  A n  a l k a l i n e  b u f f e r  2 5  m M  T r i s - p h o s p h a t e  a t  p H  9  w a s  e m p l o y e d  i n  t h e  
M E K C  s e p a r a t i o n  a s  i t  c r e a t e d  a  s t r o n g  E O F  f o r  t h e  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  m i c e l l e s  
t o  b e  s w e p t  t o w a r d s  t h e  d e t e c t o r .  A s  a  z w i t t e r i o n i c  b u f f e r  T r i s  g e n e r a t e d  m i n i m a l  
c u r r e n t .  T h e  b u f f e r  c o n t a i n e d  7 0 %  M e O H .  
5 . 3 . 2 . 1  T h e  e f f e c t  o f  S D S  o n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  a n a l y t e s  
F i g u r e  5 . 5  s h o w s  t h e  e f f e c t  o f  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n  o f  S D S  i n  t h e  r u n  
b u f f e r .  A n a l y t e s  w e r e  d i l u t e d  i n  t h e  r u n  b u f f e r .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  S D S  w a s  
v a r i e d  f r o m  1 0  m M  t o  1 0 0  m M .  T h e  m i g r a t i o n  t i m e s  o f  a n a l y t e s  w e r e  n o t e d  t o  
i n c r e a s e .  I n  t h i s  s e p a r a t i o n  d o x o r u b i c i n  m i g r a t e d  a l o n g  t h e  c a p i l l a r y  f i r s t  a n d  
b e f o r e  E O F ,  f o l l o w e d  b y  d o c e t a x e l .  T h e  m i g r a t i o n  o f  t h e  a n a l y t e s  i n  s u c h  a  
m a n n e r  s u g g e s t s  t h a t  i t  d i d  n o t  i n t e r a c t  w i t h  m i c e l l e s  i n  t h e  r u n  b u f f e r  a n d  a l s o  
p o s s e s s e d  s o m e  p o s i t i v e  c h a r g e  a s  i t s  m o b i l i t y  w a s  h i g h e r  t h a n  t h a t  o f  E O F .  T h e  
m o b i l i t y  o f  d o c e t a x e l  w a s  l o w e r  a t  h i g h  c o n t e n t  o f  S D S  a s  t h e  h y d r o p h o b i c  
i n t e r a c t i o n  w i t h  m i c e l l e s  w a s  e n h a n c e d .  T h e  m o l e c u l e s  o f  d o c e t a x e l  w e r e  d r a g g e d  
b y  m i c e l l e s  t o  t h e  o p o s i t e  d i r e c t i o n  o f  E O F .  D o c e t a x e l  a n d  d o x o r u b i c i n  w e r e  
r e s o l v e d  a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  S D S  a b o v e  5 0  m M .  A t  t h i s  c o n c e n t r a t i o n  t h e  p e a k  
o f  d o c e t a x e l  m i g r a t e d  e x t r e m e l y  c l o s e  t o  t h e  E O F .  A  1 0 0  m M  S D S  r e s u l t e d  i n  
s u f f i c i e n t  r e s o l u t i o n  o f  b o t h  p e a k s  w i t h  e a c h  o t h e r  a n d  t h e  E O F .  
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F i g u r e  5 . 5 .  E l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  M E K C  s e p a r a t i o n  o f  d o c e t a x e l  a n d  D O X  
S e p a r a t i o n  c o n d . :  2 5  m M  T r i s - p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  9 , 7 0 %  M e O H ,  A  -  1 0 %  S D S ,  
B  -  5 0 %  S D S ,  C  -  1 0 0 %  S D S ,  3 0  k V ,  2 0 ° C ,  h y d r o d .  i n j .  1 2  s e c . ,  d e t e c .  a t  2 3 0  n m ,  
c a p i l l a r y  5 6 c m  ( 4 8 c m ) ,  5 0  y m  i . d .  S a m p l e :  D O X  0 . 1 2 1  m g  m ~ - '  a n d  d o c e t a x e l 0 . 1 0 9  
m g  i n  t h e  r u n  b u f f e r .  
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5 . 3 . 2 . 2  E f f e c t  o f  s a m p l e  m a t r i x  
U n a c c e p t a b l y  p o o r  r e s o l u t i o n  o f  d o c e t a x e l  a n d  d o x o r u b i c i n  w a s  f o u n d  
w h e n  u s i n g  t h e  o p t i m u m  S D S  c o n c e n t r a t i o n  ( 1 0 0  m M )  i f  t h e  s a m p l e  d i s s o l v e d  i n  
m e t h a n o l  w a s  i n j e c t e d ,  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 6 .  T h e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h i s  i s  a  m a s s  
t r a n s f e r  f a c t o r  [ 9 3 ] .  T h e  m o l e c u l e s  o f  a n a l y t e  a r e  t r a n s f e r r e d  i n t o  t h e  m i c e l l e s  
f r o m  t h e  i n j e c t i o n  s o l u t i o n  a t  a  s l o w  r a t e ,  w h i c h  i s  n o t  t h e  c a s e  f o r  t h e  i n j e c t i o n  o f  
a l r e a d y  m i c e l l i z e d  s o l u t i o n s .  H o w e v e r ,  t h i s  w a s  o n l y  r e l a t i v e  t o  t h e  m o l e c u l e s  o f  
d o c e t a x e l .  F r o m  a  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t  i t  w a s  f o u n d  t h a t  d o x o r u b i c i n  d i d  n o t  
i n t e r a c t  w i t h  t h e  m i c e l l e .  T h e  i n j e c t i o n  o f  t h e  s a m p l e  i n  m e t h a n o l  c o n f i r m e d  t h i s  
a s  t h e  p e a k  o f  D O X  w a s  v e r y  s h a r p  c o m p a r e d  t o  d o c e t a x e l ,  w h i c h  m e a n s  t h e  p e a k  
s h a p e  w a s  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  i n j e c t i o n  m e d i a .  
F i g u r e  5 . 6 .  E l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  M E K C  s e p a r a t i o n  o f  d o c e t a x e l  a n d  D O X .  
S e p a r a t i o n  c o n d . :  2 5  m M  T r i s - p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  9 ,  7 0 %  M e O H ,  1 0 0 %  S D S ,  
o t h e r  s e p a r a t i o n  c o n d .  a s  i n  F i g u r e  5 . 5 .  S a m p l e :  D O X  0 . 1 2 8  m g  I & - '  a n d  d o c e t a x e l  
0 . 1  1 3  m g  m ~ - '  i n  M e O H .  
5 . 3 . 2 . 3  E f f e c t  o f  t h e  p H  
T h e  e f f e c t  o f  t h e  p H  o f  t h e  r u n  b u f f e r  o n  t h e  m o b i l i t y  o f  t h e  a n a l y t e ' s  
p e a k s  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 7 .  T h e  i n c r e a s e  o f  p H  f r o m  7 . 5  t o  8 . 6  r e s u l t e d  i n  a  
d e c r e a s e  i n  t h e  m o b i l i t y  o f  D O X ;  a t  t h e  p H  8 . 6  -  9 . 3  t h e  m o b i l i t y  w a s  a l m o s t  
c o n s t a n t  w i t h  a  s l i g h t  m i n i m u m  a t  p H  9 . 0 .  A t  t h e  p H  b e l o w  i t s  p K a  ( 8 . 3 4 )  [ 9 4 ] ,  
d o x o r u b i c i n  w a s  o n l y  p a r t i a l l y  d e p r o t o n a t e d  a n d  h a d  h i g h  e f f e c t i v e  m o b i l i t y .  
W h e n  t h e  p H  w a s  i n  t h e  r e g i o n  o f  t h e  p K a  v a l u e ,  t h e  m o l e c u l e s  o f  D O X  h a d  h i g h  
n e g a t i v e  c h a r g e  a n d  t h e i r  m o b i l i t y  t o w a r d  c a t h o d e  w a s  s l o w e r .  T h e  e f f e c t i v e  
m o b i l i t y  o f  d o c e t a x e l  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t e d  b y  t h e  v a r i a t i o n  o f  t h e  p H  o f  
t h e  s e p a r a t i o n  b u f f e r .  T h i s  i s  b e c a u s e  i t  w a s  m i g r a t i n g  w i t h  t h e  m i c e l l e s  a l o n g  t h e  
c a p i l l a r y .  T h e  m o b i l i t y  o f  t h e  m i c e l l e s  w a s  a f f e c t e d  b y  t h e  p H  t h r o u g h  t h e  c h a n g e  
i n  E O F ,  w h i c h  w a s  h i g h e r  a t  h i g h  p H .  
F i g u r e  5 . 7 .  E f f e c t  o f  t h e  p H  o n  t h e  e f f e c t i v e  m o b i l i t i e s  o f  a n a l y t e s .  S e p a r a t i o n  c o n d . :  
2 5  rnM T r i s - p h o s p h a t e  b u f f e r ,  7 0 %  M e O H ,  1 0 0 %  S D S ,  o t h e r  c o n d i t i o n s  a s  i n  
F i g u r e  5 . 5 .  -  D O X ,  d o c e t a x e l .  
5 . 3 . 3  S e p a r a t i o n  o f  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s  b y  M E E K C  
M i c r o e m u l s i o n  e l e c t r o k i n e t i c  c h r o m a t o g r a p h y  i s  k n o w n  t o  b e  a  p o w e r f u l  
t e c h n i q u e  i n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  n e u t r a l  a n d  c h a r g e d  s o l u t e s .  T h e  p r i n c i p l e s  o f  
M E E K C  h a v e  b e e n  d i s c u s s e d  p r e v i o u s l y  i n  C h a p t e r  1 . 4 . 4  M E E K C  a l l o w s  t h e  
s e p a r a t i o n  i n  a  s i m i l a r  f a s h i o n  a s  M E K C  w i t h  t h e  a d v a n t a g e  o f  e a s i e r  p e n e t r a t i o n  
a n d  p a r t i t i o n i n g  o f  a n a l y t e s  i n t o  m i c r o e m i l t i o n  d r o p l e t s .  T h i s  i s  b e c a u s e  t h e  
s t r u c t u r e  o f  t h e  m i c r o e m u l s i o n  i s  l e s s  r i g i d  t h a n  t h a t  o f  a  m i c e l l e  [ 9 5 ] .  W h i l e  
M E E K C  h a s  b e e n  k n o w n  t o  h a v e  a  g r e a t  s e p a r a t i o n  c a p a b i l i t y  f o r  h i g h l y  
h y d r o p h o b i c  c o m p o u n d s  [ 9 6 - 1 0 0 1 ,  i t  a l s o  w a s  d e m o n s t r a t e d  t o  b e  a  r e l i a b l e  
s e p a r a t i o n  t o o l  f o r  h y d r o p h i l i c  a n a l y t e s  [ 1 0 1 ,  1 0 2 1 .  A c c o r d i n g  t o  t h e  a b o v e  
m e n t i o n e d  r e p o r t s ,  M E E K C  c o u l d  p o t e n t i a l l y  b e  s u i t a b l e  f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  a  
m i x t u r e  o f  h i g h l y  h y d r o p h o b i c  t a x a n e s  a n d  h y d r o p h i l i c  a n t h r a c y c l i n e s .  
5 . 3 . 3 . 1  E f f e c t  o f  s e p a r a t i o n  v o l t a g e  
I n  t h i s  s t u d y  a  t y p i c a l  c o m p o s i t i o n  r e q u i r e d  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  o i l  
d r o p l e t s  0 . 8 1 %  w / w  o c t a n e ,  3 . 3 1 %  w l w  S D S  a n d  6 . 6 1 %  w l w  b u t a n - 1 - 0 1  [ 1 0 3 -  
1 0 5 1  w a s  e m p l o y e d  i n  a  c o m b i n a t i o n  w i t h  a  2 0  m M  p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  2 . 5  t o  
s u p p r e s s  E O F .  A t  t h e s e  c o n d i t i o n s  b o t h  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s  p o s s e s  s o m e  
p o s i t i v e  c h a r g e s  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  p r o t o n a t e d  a m i n o  g r o u p s .  A t  l o w  p H  i t  i s  
n e c e s s a r y  t o  r e v e r s e  t h e  v o l t a g e  t o  a t t r a c t  t h e  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  d r o p l e t s  t o w a r d s  
t h e  d e t e c t o r  [ 9 7 ] .  F i g u r e  5 . 8  s h o w s  t h e  e f f e c t  o f  a p p l i e d  v o l t a g e  o n  t h e  s e p a r a t i o n  
o f  d o c e t a x e l  a n d  d o x o r u b i c i n .  T h e  v e l o c i t i e s  o f  a n a l y t e s  w e r e  f o u n d  t o  i n c r e a s e  
w h e n  t h e  v o l t a g e  w a s  i n c r e a s e d  f r o m  - 1 5  k V  t o  - 3 0  k V  r e s u l t i n g  i n  s h o r t e r  
m i g r a t i o n  t i m e s  a n d  b e t t e r  r e s o l u t i o n .  I t  h a s  t o  b e  n o t e d  t h a t  t h e  a c c e p t a b l e  
r e s o l u t i o n  w a s n ' t  a c h i e v e d  e v e n  w i t h  t h e  m a x i m u m  v o l t a g e .  V o l t a g e  i n c r e a s e  w a s  
f o u n d  t o  i n d u c e  t h e  e n h a n c e d  c u r r e n t  i n  t h e  c a p i l l a r y ,  w h i c h  w a s  - 3 8  u A ,  - 8 5  u A  
a n d  - 1 2 5  u A  f o r  - 1 5  k V ,  - 2 5  k V  a n d  - 3 0  k V  a p p l i e d  v o l t a g e ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  
c o r r e l a t i o n  o f  v o l t a g e  a n d  c u r r e n t  ( O h m ' s  p l o t )  w a s  p l o t t e d  f o r  t h e  e m p l o y e d  
b u f f e r ;  t h e  a c c e p t a b l e  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  R ~  =  0 . 9 9 9 4  w a s  f o u n d  f o r  t h e  
a p p l i e d  v o l t a g e  o f  - 1 5  k V .  I t  h a s  t o  b e  n o t e d  t h a t  e v e n  a t  h i g h e s t  a p p l i e d  v o l t a g e  
t h e  r e s o l u t i o n  o f  a n a l y t e s  w a s  n o t  s a t i s f a c t o r y .  
F i g u r e  5 . 8 .  E l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  M E E K C  s e p a r a t i o n  o f  d o c e t a x e l  a n d  D O X  a t  
d i f f e r e n t  a p p l i e d  v o l t a g e .  S e p a r a t i o n  c o n d . :  2 0  m M  p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  2 . 5 ,  
0 . 8 1 %  w l w  o c t a n e ,  3 . 3 1 %  w l w  S D S  a n d  6 . 6 1 %  w l w  b u t a n - 1 - 0 1 ,  A  - 1 5  k V ,  B  -  
2 5  k V ,  C  - 3 0  k V ,  2 0 ° C ,  h y d r o d .  i n j .  1 2  s e c , ,  d e t e c .  a t  2 3 0  n m ,  c a p i l l a r y  5 6 c m  
( 4 8 c m ) ,  5 0  p m  i . d .  S a m p l e :  D O X  0 . 1 0 8  m g  r n ~ '  a n d  d o c e t a x e l 0 . 1 2 2  m g  m d ' l  i n  t h e  
r u n  b u f f e r .  
5 . 3 . 3 . 2  E f f e c t  o f  o i l s  o n  t h e  a n a l y t e ' s  s e p a r a t i o n  
H i g h l y  h y d r o p h o b i c  o r g a n i c  c o m p o u n d s ,  s u c h  a s  l o n g - c h a i n  a l k a n e s ,  a r e  
g e n e r a l l y  u s e d  a s  t h e  o i l  p h a s e  i n  m i c r o e m u l s i o n .  T h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  o i l  t y p e  o n  
t h e  s e p a r a t i o n  o f  d o c e t a x e l  a n d  D O X  w a s  e x a m i n e d .  T h e  s e p a r a t i o n  o f  a n a l y t e s  
b y  o c t a n e  a n d  h e p t a n e  w e r e  c o m p a r e d  ( d a t a  n o t  p r e s e n t e d ) .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  
s e l e c t i v i t y  w a s  n o t  a f f e c t e d  b y  t h e  c a r b o n  c h a i n  l e n g t h  o f  t h e  o i l .  T h e s e  r e s u l t s  
w e r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  p r e v i o u s l y  p u b l i s h e d  w o r k s  o n  M E E K C ,  w h e r e  t h e  n a t u r e  
o f  o i l  p h a s e  h a d  l i t t l e  s i g n i f i c a n c e  i n  t h e  s e p a r a t i o n  m e c h a n i s m  [ l o l l .  O c t a n e  w a s  
c h o s e n  t o  b e  t h e  c o r e  p h a s e  f o r  f u t u r e  a n a l y s i s  d u e  t o  t h e  g r e a t e r  s t a b i l i t y  o f  t h e  
e m u l s i o n ,  a s  s u g g e s t e d  b y  F u  e t  a l .  [ 1 0 6 ] .  T h i s  i s  d u e  t o  t h e  n u m b e r  o f  c a r b o n  
a t o m s  i n  t h e  s u r f a c t a n t  ( S D S )  b e i n g  e q u a l  t h e  n u m b e r  o f  c a r b o n  a t o m s  i n  t h e  c o -  
s u r f a c t a n t  ( o c t a n e )  p l u s  t h e  n u m b e r  o f  c a r b o n  a t o m s  i n  t h e  o i l  ( b u t a n o l ) .  
T h e  e f f e c t  o f  t h e  c o r e  p h a s e  o n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  a n a l y t e s  w a s  i n v e s t i g a t e d  
i n  t h e  n a r r o w  r a n g e  0 . 4 1 %  t o  1 . 2 1 %  o f  o c t a n e  i n  m i c r o e m u l s i o n .  I t  h a s  b e e n  
p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  [ I 0 7 1  t h a t  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  o i l  d r o p l e t s  s u f f e r s  a t  h i g h e r  
c o n c e n t r a t i o n  o f  c o r e  p h a s e  a s  s u r f a c t a n t  i s  n o t  c a p a b l e  o f  m a i n t a i n i n g  c o r e - p h a s e  
d i s p e r s i o n  i n  t h e  a q u e o u s  b u f f e r .  T h e  p a r a m e t e r s  o f  t h e  s e p a r a t i o n s  a r e  s h o w n  i n  
T a b l e  5 . 3 .  N o  s i g n i f i c a n t  c h a n g e s  i n  m i g r a t i o n  t i m e s ,  e f f i c i e n c y  a n d  r e s o l u t i o n  
c o u l d  b e  o b t a i n e d  f i o m  t h e  d a t a .  T h e  o p t i m u m  e f f i c i e n c i e s  o f  a n a l y t e  p e a k s  w e r e  
o b s e r v e d  w i t h  1 . 2 1 %  o c t a n e  i n  t h e  m i c r o e m u l s i o n ,  b u t  t h e  d e v i a t i o n s  f i o m  t h e  
m e a n  v a l u e  w e r e  r a t h e r  h i g h  ( 2 7 %  a n d  1 2 %  R S D ) .  
T a b l e  5 . 3 .  E f f e c t  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  o c t a n e  o n  t h e  p a r a m e t e r s  o f  t h e  s e p a r a t i o n .  
S e p a r a t i o n  c o n d . :  2 0  m M  p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  2 . 5 ,  3 . 3 1 %  w / w  S D S ,  6 . 6 1 %  w l w  
b u t a n - l - o l , 2 5 %  M e O H ,  - 2 0  k V ,  o t h e r  c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  5 . 8 .  n  =  3  
YO D o x o r u b i c i n  D o c e t a x e l  R  
N  
o c t a n e  t  ,  t  ,  N  
( m i n )  ( m i n )  
0 . 4 1 %  1 3 . 7 7  4 1 1 1 1 * 1 6 1 9  1 4 . 4 8  4 5 5 9 2 k  1 2 9 4  2 . 7 9  
1 . 2 1 %  1 3 . 6 1  5 5 1 1 2 h 1 5 4 2 1  1 4 . 3  1  6 6 7 0 7 h 8 4 3 3  3 . 3  1  
*  M e a n  f r o m  t h r e e  d e t e r m i n a t i o n s  w i t h  % R S D  <  1 % .  
5 . 3 . 3 . 3  E f f e c t  o f  o r g a n i c  s o l v e n t  o n  t h e  a n a l y t e ' s  s e p a r a t i o n  
U s u a l l y ,  t h e  p a r t i t i o n i n g  o f  a n a l y t e  m o l e c u l e s  b e t w e e n  o i l  d r o p l e t s  a n d  
a q u e o u s  p h a s e  c a n  b e  e a s i l y  a f f e c t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  a  w a t e r - m i s c i b l e  m o r e  
p o l a r  m o d i f i e r .  O r g a n i c  s o l v e n t  i s  m o r e  b e n e f i c i a l  f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  
h y d r o p h o b i c  c o m p o u n d s  [ I  0 2 1 .  T h e  e f f e c t s  o f  m e t h a n o l  a n d  a c e t o n i t r i l e  o n  t h e  
. s e p a r a t i o n  o f  d o c e t a x e l  a n d  D O X  w e r e  i n v e s t i g a t e d  i n  t h i s  s t u d y .  F i g u r e  5 . 9  
s h o w s  t h e  e l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  t h e  s e p a r a t i o n  o f  a n a l y t e s  w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  
e i t h e r  m e t h a n o l  o r  A C N  t o  t h e  m i c r o e m u l s i o n  b u f f e r  i n  a  r a n g e  5 % - 2 5 % .  
D O X  
' F i g u r e  5 . 9 .  E l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  M E E K C  s e p a r a t i o n  o f  d o c e t a x e l  a n d  D O X  a t  
d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n  o f  M e O E L  S e p a r a t i o n  c o n d :  A  -  1 5 %  M e O W A C N ,  B  -  
2 0 %  M e O W A C N ,  C -  2 5 %  M e O H l A C N ,  - 1 5  k V ,  o t h e r  c o n d i t i o n s  a s  i n  
F ' i g u r e  5 . 8 .  
T h e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  d o c e t a x e l  a n d  D O X  w e r e  b e t t e r  s e p a r a t e d  w h e n  
t h e  o r g a n i c  m o d i f i e r  w a s  a d d e d  t o  t h e  b u f f e r .  T h e  p r e s e n c e  o f  o r g a n i c  s o l v e n t  
d e c r e a s e s  t h e  d e g r e e  o f  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  h y d r o p h o b i c  a n a l y t e  a n d  t h e  o i l  
d r o p l e t .  T h e  i n c r e a s e d  a m o u n t  o f  m e t h a n o l  i n  t h e  e m u l s i o n  l e d  t o  a  h i g h e r  
r e s o l u t i o n  o f  a n a l y t e s ,  a l t h o u g h  t h e  b r o a d e n i n g  o f  p e a k  t a i l s  w a s  o b s e r v e d  a t  
h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  m e t h a n o l .  T h i s  i s  d u e  t o  t h e  i n c r e a s e d  s o l u b i l i t y  o f  
a n a l y t e s  i n  t h e  e l e c t r o l y t e  s o l u t i o n  a n d  d i f f e r e n c e  i n  t h e  m o b i l i t y  o f  t h e  o i l  
d r o p l e t s  a n d  a n a l y t e s .  A c e t o n i t r i l e  w a s  f o u n d  t o  b e  a  b e t t e r  m o d i f i e r  f o r  t h e  t a r g e t  
s e p a r a t i o n  a s  r e s o l u t i o n  o f  d o c e t a x e l  a n d  d o x o r u b i c i n  w a s  a c h i e v e d  a t  o n l y  1 5 %  
o f  A C N  i n  t h e  b u f f e r .  T h e  i n c r e a s e  i n  t h e  m e t h a n o l  c o n t e n t  c a u s e d  t h e  v e l o c i t i e s  
o f  a n a l y t e s  t o  b e  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r .  T h i s  p h e n o m e n o n  s u g g e s t s  t h a t  m e t h a n o l  
d r a m a t i c a l l y  d e c r e a s e d  t h e  p a r t i t i o n i n g  o f  a n a l y t e s  i n t o  t h e  o i l  d r o p l e t s .  T h i s  
d e l a y e d  t h e  m i g r a t i o n  o f  p o s i t i v e l y  c h a r g e d  m o l e c u l e s  o f  d o c e t a x e l  a n d  
d o x o r u b i c i n  t o w a r d s  t h e  a n o d e .  T h e  p r e s e n c e  o f  o r g a n i c  s o l v e n t  c a n  a l s o  c a u s e  
c h a n g e s  i n  t h e  d e g r e e  o f  i o n i s a t i o n  o f  a n a l y t e s ,  t h u s ,  a f f e c t i n g  t h e i r  m o b i l i t y  
[ 1 0 8 ] .  T h i s  e f f e c t  w a s  t o  a  s l i g h t l y  l e s s  d e g r e e  w h e n  a c e t o n i t r i l e  w a s  a d d e d  t o  t h e  
m i c r o e m u l s i o n  b u f f e r .  T h e  c h a n g e  i n  t h e  s e l e c t i v i t y  w a s  o b s e r v e d  w i t h  t h e  
p r e s e n c e  o f  m e t h a n o l :  d o x o r u b i c i n  m i g r a t e d  f i r s t ,  f o l l o w e d  b y  d o c e t a x e l .  T h e  
s e l e c t i v i t y  o f  t h e  s e p a r a t i o n  w i t h  A C N  w a s  i d e n t i c a l  t o  t h e  o n e  i n  t h e  F i g u r e  5 . 8 ,  
w e r e  n o  o r g a n i c  m o d i f i e r  w a s  e m p l o y e d .  
5 . 3 . 3 . 4  E f f e c t  o f  S D S  c o n c e n t r a t i o n  o n  t h e  a n a l y t e ' s  s e p a r a t i o n  
T h e  o i l  d r o p l e t s  i n  m i c r o e m u l s i o n  a r e  s t a b i l i s e d  b y  c o a t i n g  w i t h  t h e  i o n s  
o f  s u r f a c t a n t  s u c h  a s  S D S .  T h e  e f f e c t  o f  S D S  c o n t e n t  o n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  
d o c e t a x e l  a n d  D O X  w a s  i n v e s t i g a t e d .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  S D S  w a s  e x a m i n e d  i n  
a  r a n g e  2 . 7 1 %  -  3 . 6 1 %  w l w .  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  o b t a i n e d  s e p a r a t i o n s  a r e  r e p o r t e d  
i n  T a b l e  5 . 4 .  T h e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  m i g r a t i o n  v e l o c i t i e s  o f  a n a l y t e s  w e r e  
a f f e c t e d  o n l y  s l i g h t l y  b y  t h e  c h a n g e  i n  S D S  c o n c e n t r a t i o n .  E v e n  i n  t h i s  c a s e  i t  c a n  
b e  n o t e d  t h a t  d o c e t a x e l  w a s  a f f e c t e d  t o  a  h i g h e r  d e g r e e  t h a n  D O X .  T h e  g e n e r a l  
t r e n d  o b s e r v e d  w a s  a  r e d u c t i o n  i n  m i g r a t i o n  t i m e  w i t h  i n c r e a s e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  
S D S  i n  t h e  b u f f e r .  I t  p o i n t s  t o  t h e  f a c t  t h a t  d o c e t a x e l  h a d  a  s t r o n g e r  i n t e r a c t i o n  
w i t h  t h e  o i l  d r o p l e t s .  A t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  s u r f a c t a n t  t h e  n u m b e r  o f  i o n s  o f  
S D S  a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  d r o p l e t  i n c r e a s e s ,  t h u s  i n c r e a s i n g  t h e  c h a r g e  o f  t h e  
d r o p l e t s  [ 1 0 9 ] .  T h i s  c a n  s u g g e s t  t h a t  t h e  n a t u r e  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  a n a l y t e s ,  
e s p e c i a l l y  d o c e t a x e l ,  w a s  b a s e d  n o t  s o l e l y  o n  p a r t i t i o n i n g  b u t  c o u l d  i n c l u d e  i o n -  
p a i r i n g  p r o c e s s  a s  d o c e t a x e l  h e l d  s o m e  p o s i t i v e  c h a r g e  d u e  t o  t h e  a m i n e  g r o u p  i n  
i t s  s t r u c t u r e .  T h e  r e s o l u t i o n  o f  a n a l y t e s  d e c r e a s e d  f r o m  2 . 7 6  t o  2 . 0 8  f o r  t h e  2 . 7 1 %  
a n d  3 . 6 1 %  o f  S D S ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  e f f i c i e n c i e s  o f  b o t h  a n a l y t e s  w e r e  e n h a n c e d  
w i t h  h i g h e r  a m o u n t  o f  s u r f a c t a n t  a n d  w e r e  5 3 4 3 8  a n d  5 5 2 8 8  t h e o r e t i c a l  p l a t e s  f o r  
D O X  a n d  d o c e t a x e l ,  r e s p e c t i v e l y .  
T a b l e  5 . 4 .  E f f e c t  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  S D S  o n  t h e  p a r a m e t e r s  o f  t h e  s e p a r a t i o n .  
S e p a r a t i o n  c o n d . :  2 0  r n M  p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  2 . 5 ,  0 . 8 1 %  w / w  o c t a n e ,  6 . 6 1 %  w / w  
b u t a n - 1 - o l , 2 5 %  M e O H ,  - 2 0  k V ,  o t h e r  c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  5 . 8 .  n  =  3  
Y O  D o x o r u b i c i n  D o c e t a x e l  R  
S D S  
r  
N  
I  
t  m  t  m  N  
( m i n )  ( m i n )  
2 . 7 1 %  1 2 . 6 0  2 6 7 8 1 * 2 2 2 3  1 3 . 3 4  3 9 8 0 1 k 6 4 6 9  2 . 7 6  
*  M e a n  f r o m  t h r e e  d e t e r m i n a t i o n s  w i t h  % R S D  <  1  % .  
5 . 3 . 3 . 5  E f f e c t  o f  c o - s u r f a c t a n t  o n  a n a l y t e ' s  s e p a r a t i o n  
I n  a  s t u d y  b y  M a r s h a l  e t  a l .  [ I 1 0 1  i t  w a s  n o t e d  t h a t  c o - s u r f a c t a n t  i s  t h e  
m o s t  i n f l u e n t i a l  c o n s t i t u e n t  o n  t h e  s e p a r a t i o n  s e l e c t i v i t y  o f  m i c r o e m u l s i o n .  C o -  
s u r f a c t a n t  i s  u s u a l l y  a d d e d  t o  t h e  m i c r o e m u l s i o n  b u f f e r  t o  r e d u c e  l e v e l s  o f  S D S  
r e q u i r e d  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  d r o p l e t s .  T h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c o -  
s u r f a c t a n t  1 - b u t a n o l  w a s  s t u d i e d  i n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  i t s  e f f e c t  o n  t h e  s e p a r a t i o n  
o f  d o c e t a x e l  a n d  d o x o r u b i c i n .  T h e  e x a m i n e d  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  o f  1 - b u t a n o l  
w a s  5 . 6 1 %  -  7 . 6 1 % .  T h e  p a r a m e t e r s  o f  t h e  a c q u i r e d  e l e c t r o p h e r o g r a m s  a r e  
p r e s e n t e d  i n  T a b l e  5 . 5 .  T h e  i n c r e a s e  i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 - b u t a n o l  w a s  
a c c o m p a n i e d  b y  r e d u c e d  v e l o c i t i e s  o f  a n a l y t e s ,  w h i c h  r e s u l t e d  i n  l o n g e r  m i g r a t i o n  
t i m e s .  W h e n  t h e  c o n t e n t  o f  c o - s u r f a c t a n t  i n  t h e  b u f f e r  i s  a t  h i g h e r  r a t e s ,  t h e  
s o l u t i o n  v i s c o s i t y  c h a n g e s  a n d  t h e  m i c r o e m u l s i o n  d r o p l e t s  i n c r e a s e  i n  s i z e  [ I  1 1 1 .  
T h e  l a t t e r  i s  t h e r e b y  r e d u c i n g  t h e  a b i l i t y  o f  d r o p l e t s  t o  m o v e  f a s t e r  i n  t h e  d i r e c t i o n  
o f  t h e  a n o d e ,  w h i c h  o b v i o u s l y  a f f e c t s  t h e  m i g r a t i o n  o f  a n a l y t e s  i n  t h e  c a p i l l a r y  i f  
t h e y  i n t e r a c t  w i t h  t h e  m i c e l l e s .  T h e  r e s o l u t i o n  o f  a n a l y t e s  w a s  q u i t e  c o n s i s t e n t  a n d  
w a s  a p p r o x i m a t e l y  2 . 6  w i t h  6 . 1  1  %  -  7 . 1  1  %  o f  1  - b u t a n 0 1  i n  t h e  b u f f e r ,  b u t  r e d u c e d  
t o  1 . 8 9  a t  7 . 6 1 %  I - b u t a n o l .  T h e  e f f i c i e n c y  o f  a n a l y t e  p e a k s  w a s  f o u n d  t o  b e  t h e  
b e s t  w h e n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  1  - b u t a n 0 1  w a s  7 . 1  1  % .  
T a b l e  5 . 5 .  E f f e c t  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 - b u t a n o l  o n  t h e  p a r a m e t e r s  o f  t h e  
s e p a r a t i o n .  S e p a r a t i o n  c o n d . :  2 0  m M  p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  2 . 5 ,  0 . 8 1 %  w / w  o c t a n e ,  
3 . 3 1 %  w / w  S D S ,  2 5 %  M e O H ,  - 2 0  k V ,  o t h e r  c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  5 . 8 .  n  =  3  
Y O  D o x o r u b i c i n  D o c e t a x e l  R  
b u t a n o l  t , *  N  t  I,l N  
( m i n )  ( m i n )  
5 . 6 1 %  1 2 . 3 5  4 4 0 5 8 * 3 3 3 1  1 2 . 9 1  4 8 0 4 7 * 4 4 8 2  2 . 5 5  
*  M e a n  f r o m  t h r e e  d e t e r m i n a t i o n s  w i t h  % R S D  <  1 . 5 % .  
5 . 3 . 3 . 6  T h e  e f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e  o n  t h e  a n a l y t e ' s  s e p a r a t i o n  
T h e  h y d r o p h o b i c  p r o p e r t i e s  o f  a n a l y t e s  a n d  t h u s  t h e i r  p a r t i t i o n i n g  w i t h  t h e  
o i l  d r o p l e t s  a r e  i n f l u e n c e d  b y  t h e  t e m p e r a t u r e ,  a t  w h i c h  t h e  s e p a r a t i o n  i s  
p e r f o r m e d  i n  M E E K C .  I t  w a s  s t a t e d  b y  G o n g  e t  a l .  [ I 1 2 1  t h a t  t h e  o p t i m i s e d  
t e m p e r a t u r e  i s  a  c o m b i n a t i o n  o f  d y n a m i c  a n d  t h e r m o d y n a m i c  p r o c e s s e s  i n  t h e  
s y s t e m .  I n  t e n n s  o f  t h e r m o d y n a m i c s  t h e  i n c r e a s e d  t e m p e r a t u r e  i n d u c e s  a  d e c r e a s e  
i n  t h e  p a r t i t i o n i n g  c o e f f i c i e n t  o f  a n a l y t e s  b e t w e e n  t h e  o i l  p h a s e  a n d  t h e  w a t e r  
p h a s e .  R e g a r d i n g  d y n a m i c s ,  t h e  e l e v a t e d  t e m p e r a t u r e  c a n  s p e e d  u p  t h e  
t r a n s f e r r i n g  v e l o c i t y  b e t w e e n  t h e  o i l  a n d  t h e  w a t e r  p h a s e .  
T h e  e f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e  o n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  d o c e t a x e l  a n d  d o x o r u b i c i n  
w a s  s t u d i e d  a t  2 0 ° C ,  3 5 ° C  a n d  5 0 ° C .  T h e  d a t a  o b t a i n e d  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 1 0 .  I t  
w a s  f o u n d  t h a t  i n c r e a s i n g  t h e  t e m p e r a t u r e  f r o m  2 0 ° C  t o  5 0 ° C  c a u s e d  t h e  
m i g r a t i o n  t i m e s  o f  a n a l y t e s  t o  r e d u c e  f r o m  1 3 . 2 8  m i n  a n d  1 3 . 8 6  m i n  t o  9 . 4 6  a n d  
9 . 5 8  m i n  f o r  d o x o r u b i c i n  a n d  d o c e t a x e l ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  m i g r a t i o n  t i m e  
d e c r e a s e d  w h e n  t h e  t e m p e r a t u r e  i n c r e a s e d  d u e  t o  t h e  p a r t i t i o n i n g  o f  t h e  i n s o l u b l e  
c o m p o u n d s  i n t o  t h e  o i l  d r o p l e t s  b e i n g  l e s s  a s  t h e i r  s o l u b i l i t y  i n c r e a s e  [ I  1 3 1 .  T h e  
E O F  i s  h i g h e r  a t  t h e  e l e v a t e d  t e m p e r a t u r e  a s  t h e  v i s c o s i t y  o f  t h e  b u f f e r  i s  l o w e r ;  
t h e r e f o r e ,  t h e  m i g r a t i o n  t i m e  i s  r e d u c e d  [ 1 1 4 ] .  I n  t h e  p r e s e n t  w o r k  d o c e t a x e l  a n d  
l e s s  h y d r o p h o b i c  d o x o r u b i c i n  w e r e  a f f e c t e d  i n  a  s i m i l a r  w a y  b y  t h e  e l e v a t e d  
t e m p e r a t u r e .  I t  c a n  b e  s e e n  i n  F i g u r e  5 . 1 0 .  ( A )  t h e  e f f i c i e n c y  o f  b o t h  p e a k s  h a v e  
d e c r e a s e d  d r a m a t i c a l l y  w h e n  t h e  t e m p e r a t u r e  w a s  r a i s e d .  T h e  r e s o l u t i o n  ( F i g u r e  
5 . 1 0 ( B ) )  o f  d o c e t a x e l  a n d  d o x o r u b i c i n  w a s  b e l o w  1  a t  5 0 ° C .  F o r  t h i s  r e a s o n  i t  w a s  
d e c i d e d  t o  p e r f o r m  h r t h e r  e x p e r i m e n t s  a t  2 0 ° C ,  d i s r e g a r d i n g  t h e  a d v a n t a g e  o f  
s h o r t e r  a n a l y s i s  t i m e  a t  e l e v a t e d  t e m p e r a t u r e .  
3 5  
T e m p e r a t u r e ,  ' C  
2  0  3  5  5  0  
T e m p e r a t u r e ,  ' C  
F i g u r e  5 . 1 0 .  E f f e c t  o f  t h e  t e m p e r a t u r e  o n  t h e  e f f i c i e n c y  a n d  r e s o l u t i o n  o f  a n a l y t e s .  
S e p a r a t i o n  c o n d . :  2 0  r n M  p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  2 . 5 ,  3 . 3 1 %  w l w  S D S ,  6 . 6 1 %  w l w  
b u t a n - 1 - 0 1 ,  2 5 %  M e O H ,  - 2 0  k V ,  o t h e r  c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  5 . 8 .  A  -  e f f i c i e n c y  o f  
-  d o x o r u b i c i n  a n d  
-  d o c e t a x e l ,  B  -  r e s o l u t i o n .  n  =  3  
5 . 3 . 3 . 7  T h e  o p t i m u m  c o m p o s i t i o n  o f  m i c r o e m u l s i o n  
A l l  o p t i m i s e d  p a r a m e t e r s ,  s u c h  a s  t h e  c o n t e n t  o f  o c t a n e ,  1 - b u t a n o l  a n d  
S D S ,  w e r e  c o m b i n e d  i n  t h e  f i n a l  c o m p o s i t i o n .  T h i s  s e p a r a t i o n  o f  d o c e t a x e l  a n d  
d o x o r u b i c i n  w a s  t h e n  c o m p a r e d  t o  t h e  s e p a r a t i o n  w i t h  t h e  o r i g i n a l  
m i c r o e m u l s i o n .  T h e  p a r a m e t e r s  o f  b o t h  s e p a r a t i o n s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  5 . 6 .  T h e  
m i g r a t i o n  t i m e s  o f  a n a l y t e s  w i t h  t h e  o p t i m i s e d  m i c r o e m u l s i o n  w e r e  e n h a n c e d .  
T h e  r e s o l u t i o n  w a s  l o w e r  t h a n  a t  t h e  s e p a r a t i o n  w i t h  t h e  o r i g i n a l  c o m p o s i t i o n  o f  
m i c r o e m u l s i o n ,  b u t  s t i l l  a c c e p t a b l e .  T h e  e f f i c i e n c i e s  o f  a n a l y t e s  w e r e  w i t h i n  t h e  
e r r o r .  T h u s ,  b o t h  m i c r o e m u l s i o n  c o m p o s i t i o n s  w o u l d  b e  s u i t a b l e  f o r  f u r t h e r  
a p p l i c a t i o n .  
T a b l e  5 . 6 .  P a r a m e t e r s  o f  t h e  s e p a r a t i o n  w i t h  o r i g i n a l  c o m p o s i t i o n  o f  m i c r o e m u l s i o n  
a n d  o p t i m i s e d  c o m p o s i t i o n .  S e p a r a t i o n  c o n d . :  2 0  m M  p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  2 . 5 , 2 5 %  
M e O H ,  - 2 0  k V ,  o t h e r  c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  5 . 8 .  n  =  3  
N i  M i c r o e m u l s i o n  D o x o r u b i c i n  D o c e t a x e l  R  
N  
c o m p o s i t i o n  t  m  t  m  N  
( m i n )  ( m i n )  
1  0 . 8 1 %  o c t a n e ,  
6 . 6 1 %  b u t a n o l ,  1 3 . 7 0  6 6 7 0 1 h 1 9 6 2  1 4 . 3 7  6 8 7 9 1 h 6 7 4 2  3 . 2 1  
3 . 3 1 %  S D S  
2  1 . 2 1  %  o c t a n e ,  
7 . 1  1 %  b u t a n o l ,  1 4 . 4 1  6 5 8 6 4 h 2 6 9 2  1 4 . 9 7  6 3 9 7 4 + 3 7 0 8  2 . 6 2  
3 . 6 1 %  S D S  
*  M e a n  f k o m  t h r e e  d e t e r m i n a t i o n s  w i t h  % R S D  <  1  % .  
5 . 3 . 4  S e p a r a t i o n  o f  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s  b y  h i g h - s p e e d  
M E E K C  
T h e r e  a r e  s e v e r a l  w a y s  t o  r e d u c e  t h e  a n a l y s i s  t i m e s  i n  C E  i n  o r d e r  t o  
i n c r e a s e  s a m p l e  t h r o u g h p u t  i n  m a n y  i n d u s t r i a l  e n v i r o n m e n t s .  T h e s e  a p p r o a c h e s  
i n c l u d e  t h e  e m p l o y m e n t  o f  s h o r t  c a p i l l a r i e s ,  h i g h  v o l t a g e s ,  h i g h  t e m p e r a t u r e s ,  
s i m u l t a n e o u s  a p p l i c a t i o n  o f  p r e s s u r e  a n d  v o l t a g e ,  a n d  " s h o r t  e n d "  i n j e c t i o n  [  1 0 3 1 .  
T h e  c o m m o n  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  m i c r o e m u l s i o n  0 . 8 1 %  w l w  o c t a n e ,  
3 . 3 1 %  w l w  S D S  a n d  6 . 6 1 %  w l w  b u t a n - 1 - 0 1  [ 1 0 3 - 1 0 5 1  d o e s  n o t  a l l o w  f a s t  
s e p a r a t i o n  d u e  t o  t h e  h i g h  a m o u n t s  o f  S D S  e m p l o y e d .  T h e  a m o u n t  o f  a d d e d  
s u r f a c t a n t  d e p e n d s  o n  t h e  s u r f a c e  t e n s i o n  o f  t h e  o i l .  E t h y l  a c e t a t e  ( E A )  a n d  d i - n -  
b u t y l  t a r t r a t e  a r e  t h e  o i l s  t h a t  h a v e  l o w e r  s u r f a c e  t e n s i o n  a n d  h a v e  p r e v i o u s l y  b e e n  
u s e d  [ 1 1 5 ,  1  1 6 1 .  T h e s e  o i l s  r e q u i r e  o n l y  0 . 6 %  S D S  t o  f o r m  t h e  o i l  d r o p l e t s  [ 9 7 ] .  
I n  t h i s  s t u d y  a  m i c r o e m u l s i o n  c o n s i s t i n g  o f  0 . 5 %  w / w  e t h y l  a c e t a t e ,  1 . 2 %  
W / W  b u t a n - 1 - 0 1 ,  0 . 6 %  S D S ,  w a s  e m p l o y e d  i n  a  c o m b i n a t i o n  w i t h  a  2 0  m M  
p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  2 . 5  [ 9 7 ] .  T h e  i n j e c t i o n  o f  t h e  s a m p l e  w a s  p e r f o r m e d  w i t h  - 5 0  
m b a r  f o r  2  s e c  f r o m  t h e  " s h o r t  e n d " ,  w h i c h  i s  t h e  e n d  o f  t h e  c a p i l l a r y  n e a r  t h e  
d e t e c t o r .  T h e  e f f e c t i v e  c a p i l l a r y  l e n g t h  ( n o r m a l l y  4 8  c m )  w a s  r e d u c e d  t o  8  c m  
w i t h  t h i s  t y p e  o f  i n j e c t i o n .  I n  t h i s  c a s e  t h e r e  w a s  n o  n e e d  t o  r e v e r s e  t h e  v o l t a g e  o f  
s e p a r a t i o n  w h i l e  a  l o w  p H  b u f f e r  w a s  e m p l o y e d .  A  p o s i t i v e  v o l t a g e  o f  3 0  k V  w a s  
a p p l i e d  p r o v i d i n g  a  s t a b l e  c u r r e n t  n o t  h i g h e r  t h a n  3 0  u A .  
5 . 3 . 4 . 1  E f f e c t  o f  o r g a n i c  s o l v e n t  o n  t h e  a n a l y t e ' s  s e p a r a t i o n  
T h e  a t t e m p t  t o  a c h i e v e  t h e  s e p a r a t i o n  o f  d o c e t a x e l  a n d  D O X  w i t h  t h e  
a b o v e  c o n d i t i o n s  f a i l e d  a s  t w o  a n a l y t e s  c o m i g r a t e d .  T h e  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t s  i n  
t h i s  c h a p t e r  h a v e  s h o w n  t h e  i m p o r t a n t  r o l e  o f  t h e  o r g a n i c  s o l v e n t  i n  t h e  
p a r t i t i o n i n g  o f  a n a l y t e  m o l e c u l e s  b e t w e e n  o i l  d r o p l e t s  a n d  a q u e o u s  p h a s e .  F i g u r e  
5 . 1 1  s h o w s  t h e  e f f e c t  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  M e O H  o n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  
d o c e t a x e l  a n d  d o x o r u b i c i n .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  a n a l y t e  p e a k s  w e r e  s h a r p e r  b u t  
l e s s  r e s o l v e d  ( R  =  1 . 1 3 )  a t  1 0  %  M e O H .  T h e  b a s e l i n e  r e s o l u t i o n  ( R  =  3 . 4 2 )  w a s  
o b t a i n e d  w i t h  2 5 %  M e O H  i n  t h e  m i c r o e m u l s i o n  b u f f e r ,  b u t  t h e  e f f i c i e n c i e s  o f  t h e  
a n a l y t e s ,  a n d  e s p e c i a l l y  d o x o r u b i c i n ,  w e r e  e x t r e m e l y  l o w  ( N  =  8 4 2  f o r  D O X ) .  
T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  M e O H  d e c r e a s e s  t h e  p a r t i t i o n i n g  o f  a n a l y t e s  i n t o  t h e  o i l  
d r o p l e t s .  T h e  s a m e  e f f e c t  o f  m e t h a n o l  o n  t h e  e f f i c i e n c y  o f  a n a l y t e s  w a s  f o u n d  
w i t h  o c t a n e  m i c r o e m u l s i o n  ( S e c t i o n  5 . 3 . 3 . 3 ) .  R e g a r d l e s s  o f  t h e  l o w  r e s o l u t i o n  o f  
a n a l y t e s  w h e n  1 0  %  M e O H  w a s  a d d e d  t o  t h e  b u f f e r ,  t h i s  c o n c e n t r a t i o n  w a s  
c h o s e n  f o r  h r t h e r  e x p e r i m e n t s  a s  b e t t e r  e f f i c i e n c y  o f  p e a k s  w i l l  e n a b l e  t h e  
o b s e r v a t i o n  o f  t h e  e f f e c t s  o f  o t h e r  c o m p o n e n t s  o f  m i c r o e m u l s i o n .  T h e  t i m e  o f  
a n a l y s i s  i n  t h i s  s t u d y  w a s  s i g n i f i c a n t l y  s h o r t e r  c o m p a r e  t o  t h e  o c t a n e  M E E K C  
c o n d i t i o n s  a n d  w a s  j u s t  o v e r  1  m i n .  
U . ' ' . I ' ' ' . ~  
0 . 5  1.0 1 . 5  2 . 0  2 . 5  
X I i g m t i o n  t i m e ,  
F i g u r e  5 . 1 1 .  E l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  h i g h - s p e e d  M E E K C  s e p a r a t i o n  of d o c e t a x e l  a n d  
D O X  a t  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  M e O H .  S e p a r a t i o n  c o n d . :  0 . 5 %  w / w  e t h y l  
a c e t a t e ,  1 . 2 %  w / w  b u t a n - 1 - o l , 0 . 6 %  S D S ,  9 7 . 7 %  2 0  m M  p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  2 . 5 ,  A  
-  1 0 %  M e O H ,  B  -  2 0 %  M e O H ,  C  -  2 5 %  M e O H ,  3 0  k V ,  2 0 ° C ,  h y d r o d .  i n j .  - 5 0  
m b a r  f o r  2  s e c ,  d e t e c .  a t  2 3 0  n m ,  c a p i l l a r y  5 6 c m  ( 8 c m ) ,  5 0  p m  i . d .  S a m p l e :  D O X  
5 4 . 1  p g  m L - '  a n d  d o c e t a x e l 6 7 . 6  p g  m L - '  i n  t h e  r u n  b u f f e r .  
5 . 3 . 4 . 2  O p t i m i s a t i o n  o f  t h e  s e p a r a t i o n  
I n  o r d e r  t o  o p t i m i s e  t h e  s e p a r a t i o n  o f  d o c e t a x e l  a n d  d o x o r u b i c i n  w i t h  
h i g h - s p e e d  M E E K C  t h e  e f f e c t  o f  e a c h  c o m p o n e n t  o f  t h e  m i c r o e m u l s i o n  o n  t h e  
s e p a r a t i o n  w a s  i n v e s t i g a t e d .  T a b l e  5 . 7  r e p r e s e n t s  t h e  o b t a i n e d  p a r a m e t e r s  o f  t h e  
s e p a r a t i o n  o f  d o c e t a x e l  a n d  D O X  w h i l e  v a r y i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  S D S ,  1 -  
b u t a n o l  a n d  e t h y l  a c e t a t e ,  r e s p e c t i v e l y ,  i n  t h e  m i c r o e m u l s i o n .  
T a b l e  5 . 7 .  E f f e c t  o f  S D S ,  1 - b u t a n o l  a n d  E A  o n  t h e  p a r a m e t e r s  o f  t h e  s e p a r a t i o n .  
S e p a r a t i o n  c o n d . :  2 0  m M  p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  2 . 5 , 1 0 %  M e O H ,  o t h e r  c o n d i t i o n s  a s  
i n  F i g u r e  5 . 1 1 .  n  =  3  
V a r i e d  D o x o r u b i c i n  D o c e t a x e l  R  
p a r a m e t e r  t ,  
*  
N  -  t  m  N  
( m i n )  ( m i @  
% S D S  
M i c r o e m u l s i o n  c o m p o s i t i o n :  0 . 5 %  w / w  E A ,  1 . 2 %  w / w  b u t a n -  
% b u t a n 0 1  
M i c r o e m u l s i o n  c o m p o s i t i o n :  0 . 5 %  w / w  e t h y l  a c e t a t e ,  0 . 6 %  
S D S  
1 . 4 %  0 . 9 8  5 7 5 7 * 2 2 0  1 . 0 2  3  9 9 2 * 4 3 4  0 . 7 6  
% E A  
M i c r o e m u l s i o n  c o m p o s i t i o n :  1 . 6 %  w / w  b u t a n - l - 0 1 , 0 . 5 ~ / 0  S D S  
0 . 6 %  
0 . 9 4  8 2 3 2 z t 7 5 1  
1  .OO 8 2 1 5 * 8 6 9  1 . 3 7  
0 . 7 %  0 . 9 5  
8 7 8 9 * 1 4 5 1  
1 . 0 2  7 9 3  8 k 9 4 4  1 . 5 4  
.  
*  M e a n  f r o m  t h r e e  d e t e r m i n a t i o n s  w i t h  % R S D  <  1 . 5 % .  
I t  h a s  t o  b e  n o t e d  t h a t  t h e  e f f i c i e n c i e s  o f  d o c e t a x e l  a n d  d o x o r u b i c i n  i n  
T a b l e  5 . 7  a r e  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  t h a n  t h o s e  o b t a i n e d  w i t h  o c t a n e  M E E K C .  T h i s  i s  
d u e  t o  t h e  d i f f e r e n c e  o f  t h e  e f f e c t i v e  l e n g t h  i n  t w o  s e p a r a t i o n s .  T h e  a n a l y t e  
m i g r a t i o n  d i s t a n c e  w a s  4 8  c m  w h e n  i n j e c t i o n  w a s  p e r f o r m e d  f r o m  t h e  " n o r m a l "  
e n d  o f  t h e  c a p i l l a r y .  W i t h  t h e  " s h o r t  e n d "  i n j e c t i o n  t h i s  v a l u e  w a s  8  c m .  
I n  g e n e r a l ,  t h e  e f f e c t  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  S D S ,  b u t a n - 1 - 0 1  a n d  e t h y l  
a c e t a t e  o n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  d o c e t a x e l  a n d  d o x o r u b i c i n  w a s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  
p r e v i o u s l y  o b t a i n e d  d a t a  f o r  t h e  o c t a n e  m i c r o e m u l s i o n .  H o w e v e r  d u e  t o  t h e  v e r y  
s h o r t  m i g r a t i o n  t i m e s  a n d  a  n a r r o w  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  o f  t h e  v a r i e d  p a r a m e t e r ,  
t h e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  c h a n g e  i n  m i g r a t i o n  t i m e  w a s  q u i t e  s m a l l  a n d  t h e  e f f e c t  o f  
t h e  v a r i e d  p a r a m e t e r s  w a s  d i f f i c u l t  t o  o b s e r v e .  
T h u s ,  a n  i n c r e a s e  i n  S D S  c o n c e n t r a t i o n  r e s u l t e d  i n  i n c r e a s e d  e f f i c i e n c y  o f  
d o x o r u b i c i n .  T h e  e f f i c i e n c y  o f  d o c e t a x e l  w a s  q u i t e  s i m i l a r  w i t h i n  t h e  e r r o r  i n  t h e  
r a n g e  o f  s t u d i e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  S D S ,  o n l y  a t  0 . 5 %  S D S  t h e  e f f i c i e n c y  w a s  
h i g h e r  b u t  w a s  a c c o m p a n i e d  b y  a  l a r g e  e r r o r .  T h e  r e s o l u t i o n  o f  a n a l y t e s  w a s  
b e t t e r  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n  o f  S D S  i n  t h e  m i c r o e m u l s i o n .  T h e  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  
o f  t h e  e f f i c i e n c y  o f  d o c e t a x e l  a n d  t h e  r e s o l u t i o n  o f  a n a l y t e s  w a s  o n l y  n o t i c e d  a t  
2 %  o f  b u t a n - 1 - 0 1  i n  m i c r o e m u l s i o n  ( T a b l e  5 . 7 ) .  T h e  p a r a m e t e r s  o f  t h e  s e p a r a t i o n  
a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  1 . 4 %  a n d  1 . 6 %  w e r e  l o w e r  t h a n  t h o s e  o b t a i n e d  a t  a  h i g h e r  
c o n t e n t  o f  1 - b u t a n o l  a n d  d i d  n o t  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y .  A  g r e a t e r  c o n t e n t  o f  t h e  c o r e  
p h a s e  r e s u l t e d  i n  h i g h e r  r e s o l u t i o n  o f  a n a l y t e s  a n d  b e t t e r  e f f i c i e n c y  o f  
d o x o r u b i c i n .  
T h e  o p t i m i s e d  v a l u e s  o f  t h e  c o n t e n t  o f  e t h y l  a c e t a t e ,  1 - b u t a n o l  a n d  S D S  
w e r e  c o m b i n e d  i n  t h e  f i n a l  c o m p o s i t i o n .  T h e  s e p a r a t i o n  o f  d o c e t a x e l  a n d  
d o x o r u b i c i n  w a s  c o m p a r e d  t o  t h e  s e p a r a t i o n  w i t h  t h e  o r i g i n a l  m i c r o e m u l s i o n .  T h e  
p a r a m e t e r s  o f  b o t h  s e p a r a t i o n s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  5 . 8 .  T h e  m i g r a t i o n  t i m e s  o f  
a n a l y t e s  w i t h  t h e  o p t i m i s e d  m i c r o e m u l s i o n  ( N e  2  i n  T a b l e  5 . 8 )  w e r e  s l i g h t l y  
l o n g e r .  T h e  r e s o l u t i o n  a p p r o a c h e d  t h e  a c c e p t a b l e  v a l u e  a n d  w a s  2 . 1 9 .  T h e  
e f f i c i e n c i e s  o f  a n a l y t e s  s e p a r a t e d  w i t h  t h e  o p t i m i s e d  m i c r o e m u l s i o n  w e r e  
s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  t h a n  i n  t h e  o r i g i n a l  m i c r o e m u l s i o n .  B u t  t h e y  w e r e  a l s o  
a c c o m p a n i e d  b y  l a r g e r  % R S D  v a l u e s .  I n  g e n e r a l ,  t h e  o p t i m i s e d  c o m p o s i t i o n  o f  
m i c r o e m u l s i o n  w a s  s o m e w h a t  m o r e  a d v a n t a g e o u s  o v e r  t h e  f i r s t  m i c r o e m u l s i o n  
a n d  c a n  b e  s u g g e s t e d  f o r  f u r t h e r  d e v e l o p m e n t .  
T a b l e  5 . 8 .  P a r a m e t e r s  o f  t h e  s e p a r a t i o n  w i t h  o r i g i n a l  a n d  o p t i m i s e d  c o m p o s i t i o n  o f  
m i c r o e m u l s i o n .  S e p a r a t i o n  c o n d . :  2 0  rnM p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  2 . 5 ,  1 0 %  M e O H ,  
o t h e r  c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  5 . 1 1 .  n  =  3  
Nc M i c r o e m u l s i o n  D o x o r u b i c i n  D o c e t a x e l  R  
N  
c o m p o s i t i o n  t  I?d t  I" N  
( m i n )  
1  0 . 5 %  E A ,  
1 . 2 %  b u t a n o l ,  0 . 9 8  4 8 9 8 * 1 2 7 0  1 . 0 4  4 7 6 5 % 1 8 8 7  0 . 8 5  
0 . 6 %  S D S  
2  0 . 7 % E A ,  
2 . 0 %  b u t a n o l ,  1 . 1 3  1 2 3 2 4 * 5 0 2 3  1 . 2 3  1 0 6 8 7 h 6 0 2 6  2 . 1 9  
0 . 4 %  S D S  
*  M e a n  f r o m  t h r e e  d e t e r m i n a t i o n s  w i t h  % R S D  < I S % .  
5 . 3 . 4 . 3  C h o i c e  o f  t h e  i n t e r n a l  s t a n d a r d  
I n  o r d e r  t o  e n s u r e  t h e  r e p e a t a b i l i t y  o f  t h e  s e p a r a t i o n  t h e  i n t e r n a l  s t a n d a r d  
i s  r e q u i r e d  i n  t h e  a n a l y s e d  s a m p l e .  N a p r o x e n ,  e q u i l i n  a n d  2 ,  4 -  
d i c h l o r o p h e n o x y a c e t i c  a c i d  ( 2 ,  4 - D )  w e r e  c o n s i d e r e d  a s  i n t e r n a l  s t a n d a r d s  i n  t h e  
s e p a r a t i o n  o f  d o x o r u b i c i n  a n d  d o c e t a x e l .  T h e  e l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  t h e  o b t a i n e d  
s e p a r a t i o n s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 1 2 .  A l l  p o t e n t i a l  c o m p o u n d s  c o u l d  b e  u s e d  a s  
I S  f o r  t h e  s i m u l t a n e o u s  d e t e r m i n a t i o n  o f  d o x o r u b i c i n  a n d  d o c e t a x e l .  T h e  m o b i l i t y  
o f  n a p r o x e n ,  e q u i l i n  a n d  2 ,  4 - D  d i f f e r e d  f r o m  t h e  m o b i l i t i e s  o f  a n a l y t e s  a t  t h e  
c o n d i t i o n s  o f  t h e  e x p e r i m e n t  a n d  a l l  t h e  c o m p o u n d s  w e r e  s e p a r a t e d .  I t  h a s  t o  b e  
n o t e d  t h a t  c h o s e n  I S  p o s s e s s e d  w e a k  p a r t i t i o n i n g  i n t o  t h e  o i l  d r o p l e t s  a s  t h e y  
m i g r a t e d  a f t e r  t h e  a n a l y t e s .  T h e  s e p a r a t i o n  w i t h  e q u i l i n  a n d  n a p r o x e n  w a s  s h o r t  
a n d  t o o k  j u s t  o v e r  2  m i n ,  w h i c h  i s  p r e f e r e n t i a l  i n  t e r m s  o f  m i n i m i s i n g  t h e  t i m e  o f  
a n a l y s i s .  
F i g u r e  5 . 1 2 .  E l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  s e p a r a t i o n  o f  d o c e t a x e 1  a n d  D O X  w i t h  d i f f e r e n t  
I S .  S e p a r a t i o n  c o n d . :  0 . 7 %  w / w  e t h y l  a c e t a t e ,  2 %  w / w  b u t a n - 1 - o l , 0 . 4 %  S D S ,  9 7 . 7 %  
2 0  m M  p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  2 . 5 ,  1 0 %  M e O H ,  o t h e r  c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  5 . 1 1 .  
P e a k  i d e n t i f i c a t i o n :  1  -  D O X ,  2  -  d o c e t a x e l ,  I S :  A  -  n a p r o x e n  5 2 . 6  p g  r n l - l ,  B  -  2 , 4 -  
D  9 1 . 1  p g  m L - ' ,  C  -  e q u i l i n  5 2 . 6 p g  m L " .  
5 . 3 . 4 . 4  A p p l i c a t i o n  o f  t h e  m e t h o d  t o  d i f f e r e n t  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  
t a x a n e s  
T h e  d e v e l o p e d  m e t h o d  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  s e p a r a t i o n  o f  v a r i o u s  
c o m b i n a t i o n s  o f  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s .  T h e  e l e c t r o p h e r o g r a m s  i n  F i g u r e  
5 . 1 3  s h o w  t h e  s e p a r a t i o n  o f  d a u n o r u b i c i n  a n d  d o c e t a x e l  ( A ) ,  d a u n o r u b i c i n  a n d  
p a c l i t a x e l  ( B )  a n d  d o x o r u b i c i n  a n d  p a c l i t a x e l  ( C )  .  
i  a  3  1  
M i g r d o ~  h e ,  m h  
F i g u r e  5 . 1 3 .  E l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  s e p a r a t i o n  o f  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s .  
S e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  n s  i n  F i g u r e  5 . 1 2 .  P e a k  i d e n t i f i c a t i o n :  A :  1  -  D A U  ( 5 2 . 6  p g  
m ~ . ' ) ,  2 -  d o c e t r x e l  ( 6 5 . 7  p g  r n ~ - ' ) ;  B :  1  -  D A U  ( 5 2 . 6  p g  m L e ' ) ,  2  -  p a c l i t a x e l  ( 6 5 . 7  
p g  r n ~ - ' 1 ;  C :  -  1  -  D O X  ( 5 2 . 6  p g  m ~ . ' ) ,  2 -  p a c l i t a x e l ( 6 5 . 7  p g  m ~ ~ ' ) ;  I S  -  n a p r o r a n e  
( 5 5 . 2  Gpg m ~ l ) .  
I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  a l l  o f  t h e  c o m b i n a t i o n s  o f  c a n c e r  d r u g s  w e r e  s e p a r a t e d  
s u c c e s s f u l l y  u s i n g  t h e  d e v e l o p e d  m e t h o d .  D a u n o r u b i c i n  a n d  d o x o r u b i c i n  h a v e  t h e  
s a m e  e l e c t r o p h o r e t i c  b e h a v i o u r  a n d  h a v e  t h e  s a m e  p o s i t i o n  o n  t h e  
e l e c t r o p h e r o g r a m .  T h e  m e t h o d  d e v e l o p e d  f o r  d o c e t a x e l  w a s  s u i t a b l e  f o r  
p a c l i t a x e l .  T h i s  i s  d u e  t o  t h e  h i g h  s i m i l a r i t y  i n  c h e m i c a l  s t r u c t u r e  o f  D A U  a n d  
D O X  a n d  p a c l i t a x e l  a n d  d o c e t a x e l ,  a s  w a s  d i s c u s s e d  i n  5 . 1 . 1  a n d  5 . 1 . 2 .  T h i s  
e x p e r i m e n t  l e d  t o  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  t h e  d e v e l o p e d  m e t h o d  c o u l d  b e  a  g e n e r i c  
m e t h o d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  a n y  a n t h r a c y c l i n e  a n d  a n y  t a x a n e .  
5 . 3 . 4 . 5  M e t h o d  p r e c i s i o n  
W h i l e  t h e  i n v e s t i g a t e d  m e t h o d  h a s  s h o w n  a  g o o d  p o t e n t i a l  f o r  f a s t  
s i m u l t a n e o u s  s e p a r a t i o n  o f  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s ,  s e v e r a l  i s s u e s  c a n  a r i s e  
w h e n  p e r f o r m i n g  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  o f  t h e  d a t a .  I n  o r d e r  t o  m e a s u r e  t h e  p r e c i s i o n  
o f  t h e  d e v e l o p e d  m e t h o d  t h e  r e p e a t a b i l i t y  o f  t h e  m i g r a t i o n  t i m e ,  p e a k  a r e a  a n d  
p e a k  h e i g h t  f o r  e a c h  a n a l y t e  w e r e  d e t e r m i n e .  T h e  d a t a  w a s  c o l l e c t e d  o v e r  1 0  a n d  
1 7  c o n s e q u e n t  e x p e r i m e n t s  a n d  p r e s e n t e d  i n  T a b l e s  5 . 9  a n d  5 . 1 0 .  T h e  
c o m b i n a t i o n s  o f  D A U  a n d  d o c e t a x e l  a n d  D O X  a n d  d o c e t a x e l  w i t h  e q u i l i n  a s  a n  
I S  w e r e  i n v e s t i g a t e d .  E x c e l l e n t  r e p e a t a b i l i t y  o f  t h e  m i g r a t i o n  t i m e s  o v e r  1 0  o r  1 7  
r u n s  f o r  a l l  c o m p o u n d s  c o u l d  b e  n o t i c e d .  
T h e  % R S D  o f  t h e  p e a k  a r e a  a n d  h e i g h t  w e r e  h i g h e r  f o r  a n t h r a c y c l i n e s  
r a t h e r  t h a n  f o r  t a x a n e  a n d  w e r e  u p  t o  3 3 %  a n d  1 8 % ,  r e s p e c t i v e l y .  T a b l e s  5 . 9  a n d  
5 . 1 0  a l s o  c o n t a i n  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  p e a k  a r e a  a n d  h e i g h t  r a t i o s  i n  r e l a t i o n  t o  
t h e  I S .  T h e  i n t r o d u c t i o n  o f  t h e  I S  i n t o  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  t h e  p e a k  a r e a s  a n d  h e i g h t s  
l e v e l s  o u t  t h e  p r e c i s i o n  o f  a n a l y t e s  a n d  b r i n g s  c l o s e r  t h e  a v e r a g e  v a l u e s  b e t w e e n  
1  0  a n d  1 7  c o n s e q u e n t  r u n s .  
D u e  t o  t h e  h y d r o p h i l i c  p r o p e r t i e s  o f  a n t h r a c y c l i n e s ,  t h e i r  i n t e r a c t i o n  w i t h  
h y d r o x y l  g r o u p s  o f  s i l i c a  o f  t h e  c a p i l l a r y  w a l l s  c a n  t a k e  p l a c e ,  i n  t h e  s a m e  w a y  a s  
t h e y  c a n  b e  a d h e r e d  t o  t h e  g l a s s  s a m p l e  v i a l  [ I  1 7 1 .  T h i s  c a n  a f f e c t  t h e  p e a k  s h a p e ,  
a r e a  a n d  h e i g h t .  T h e  c a p i l l a r y  w a s  o f t e n  r e q u i r e d  t o  b e  r e p l a c e d  a s  t h e  
r e p e a t a b i l i t y  o f  t h e  m e t h o d  w a s  s e r i o u s l y  s u f f e r i n g ,  b u t  m o r e  e x p e r i m e n t s  a r e  
n e c e s s a r y  i n  o r d e r  t o  e s t a b l i s h  t h e  l i f e  t i m e  o f  t h e  c a p i l l a r y .  T h e  e m p l o y m e n t  o f  
s e v e r a l  c a p i l l a r i e s  r e s u l t e d  i n  s l i g h t  d i f f a e n c e s  o f  t h e  m i g r a t i o n  t i m e s  o f  a n a l y t e s  
t e s t e d  o n  e a c h  c a p i l l a r y .  
I t  w a s  n o t e d  t h a t  p r e c i p i t a t i o n  o c c u r r e d  w i t h  a n t h r a c y c l i n e s  i n  t h e  
m i c r o e m u l s i o n  o n  s o m e  o c c a s i o n s .  I t  i s  a d v i s a b l e  t h e r e f o r e  t o  p r e p a r e  s a m p l e s  i n  
t h e  s e p a r a t i o n  b u f f e r  d i r e c t l y  b e f o r e  t h e  a n a l y s i s .  
T a b l e  5 . 9 .  R e p e a t a b i l i t y  p a r a m e t e r s  o f  n u m e r o u s  s e p a r a t i o n s  o f  D O X  a n d  d o c e t a x e I .  
P a r a m e t e r  N  D O X  D o c e t a x e l  I S  ( E q u i l i n )  
A v r .  % R S D  A v r ,  % R S D  A v r .  % R S D  
t m  1 7  1 . 5 8  1 . 8  1 . 7 5  2 . 1  2 . 1 0  3 . 0  
( d n )  1 0  1 . 5 9  1 . 8  1 . 7 7  1 . 4  2 . 1 3  2 . 0  
P e a k  1 7  1 7 . 7  3 2 . 9  1 0 . 6  
1 0 . 8  4 . 6  1 8 . 0  
A r e a  1 0  1 4 . 6  3 4 . 1  1 0 . 3  
9 . 0  4 . 3  2 0 . 3  
P e a k  
1 7  6 . 3  
2 2 . 8  
3 . 6  
8 . 4  2 . 4  
1 9 . 3  
H e i g h t  
1 0  5 . 6  2 4 . 7  
3 . 6  
9 . 8  
1 . 4  2 4 . 0  
A r e a  r a t i o  1 7  3 . 8  1 .  2 . 4  1 9 . 3  -  -  
t o  I S  1 0  3 . 5  2 2 . 5  2 . 5  2 2 . 4  -  -  
H e i g h t  1 7  4 . 6  2 3 . 0  2 . 6  2 3 . 1  -  -  
r a t i o  1 0  4 . 1  2 5 . 8  2 . 7  2 7 . 7  -  -  
t o  I S  
T a b l e  5 . 1 0 .  R e p e a t a b i l i t y  p a r a m e t e r s  o f  n u m e r o u s  s e p a r a t i o n s  o f  D A U  a n d  
d o c e t a x e l .  
P a r a m e t e r  n  D A U  D o c e t a x e l  I S  ( E q u i l i n )  
A v r .  % R S D  A v r .  % R S D  A v r .  % R S D  
t  m  1 7  1 . 5 7  1 . 7  1 . 7 5  1 . 7  2 . 1 0  2 . 6  
1 0  1 . 5 9  1 . 5  1 . 7 7  1 . 3  2 . 1 4  1 . 7  
P e a k  1 7  1 5 . 2  
2 6 . 5  1 0 . 4  
8 . 5  
4 . 6  1 7 . 8  
A r e a  1 0  1 6 . 4  2 6 . 5  1 0 . 0  
7 . 0  4 . 8  1 7 . 7  
P e a k  1 7  5 . 8  
3  1 . 9  
3 . 7  1 4 . 9  1 . 4  2 8 . 0  
H e i g h t  1 0  6 . 6  2 7 . 8  3 . 9  
1 8 . 3  1 . 6  2 7 . 7  
A r e a  r a t i o  
1 7  3 . 3  1 7 . 9  2 . 3  
2 1 . 3  -  -  
t o  I S  1 0  3 . 4  
1 4 . 0  2 . 1  
2 0 . 1  -  -  
H e i g h t  1 7  4 . 1  1 5 . 3  2 . 7  2 2 . 7  -  -  
r a t i o  1 0  4 . 2  1 3 . 9  2 . 5  2 1 . 5  -  q  
t o  I S  
W h i l e  t h e  c a p i l l a r y  w a s  w a s h e d  f o r  a  l o n g  p e r i o d  o f  t i m e  a t  t h e  b e g i n n i n g  
o f  t h e  e x p e r i m e n t s ,  t h e  f i r s t  r u n  o f  t h e  d a y  w a s  a l w a y s  c h a r a c t e r i s e d  b y  b e t t e r  
e f f i c i e n c i e s  o f  t h e  p e a k s .  B u t  t h i s  w a s  n o t  t a k e n  i n t o  a c c o u n t  w h i l e  o b t a i n i n g  
s t a t i s t i c a l  d a t a .  T h i s  a n d  t h e  h i g h  v a l u e s  o f  % R S D  ( 7 - 3 4 . 1 %  f o r  p e a k  a r e a )  c a n  
s u g g e s t  t h a t  c a p i l l a r y  c o n d i t i o n i n g  s h o u l d  b e  i n v e s t i g a t e d  i n  m o r e  d e t a i l .  A t  t h e  
c u r r e n t  s t a t e  o f  t h e  m e t h o d  d e v e l o p m e n t  t h e  r i n s i n g  b e t w e e n  r u n s  c o n s i s t e d  o f  1  
m i n  w a s  w i t h  0 . 1  M  N a O H ,  f o l l o w e d  b y  M e O H  f o r  1  m i n  a n d  r u n  b u f f e r  f o r  1  
m i n .  T a k i n g  i n t o  t h e  a c c o u n t  t h e  c o m p l e x  n a t u r e  o f  t a r g e t  a n a l y t e s ,  t h e  
p r e w a s h i n g  s t e p  s h o u l d  b e  o p t i m i s e d .  
5 . 3 . 4 . 6  S e n s i t i v i t y  o f  t h e  m e t h o d  
T h e  i s s u e  o f  s e n s i t i v i t y  i s  a  m a t t e r  o f  a  h i g h  p r i o r i t y  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  
c a n c e r  t r e a t m e n t  d r u g s  i n  b i o l o g i c a l  s a m p l e s .  T h e  l e v e l s  o f  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  
t a x a n e s  i n  p l a s m a  c a n  v a r y  h o m  4 . 5  p g  m L - '  t o  0 . 0 2  p g  m ~ - l  o v e r  a  p e r i o d  o f  2 4  
h o u r s  a f t e r  i n j e c t i o n  [ 4 6 ] .  T h e  w o r k i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a n t h r a c y c l i n e  a n d  t a x a n e  
w e r e  5 2 . 6  p g  m L - '  f o r  D A U  a n d  D O X  a n d  6 5 . 7  p g  m L - I  f o r  d o c e t a x e l .  A l t h o u g h  
t h e  L O D s  a n d  L O Q s  w e r e  n o t  i d e n t i f i e d  f o r  t h e  d e v e l o p e d  h i g h  s p e e d  
m i c r o e m u l s i o n  s e p a r a t i o n ,  i t  i s  c l e a r  t h a t  t h e  m e t h o d  n e e d s  f u r t h e r  i m p r o v e m e n t  
i n  r e l a t i o n  t o  t h e  s e n s i t i v i t y  i s s u e .  
C h o i c e  o f  o p t i m u m  w a v e l e n g t h  i s  o n e  o f  t h e  w a y s  t o  i m p r o v e  t h e  d e t e c t o r  
r e s p o n s e .  F i g u r e  5 . 1 4  s h o w s  t h e  i n v e s t i g a t e d  s e p a r a t i o n  a t  t h e  e m p l o y e d  
w a v e l e n g t h s  o f  2 3 0  n m  a n d  2 0 0  n m .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  i n t e n s i t y  o f  d o c e t a x e l  
a t  2 0 0  n r n  w a s  d o u b l e  t h e  i n t e n s i t y  a t  2 3 0  n m .  M o s t  c o m m e r c i a l  d e t e c t o r s  a l l o w  
r e c o r d i n g  t w o  w a v e l e n g t h s  s i m u l t a n e o u s l y .  T h i s  i s  h o w  t h e  o p t i m u m  s i g n a l  f o r  
e a c h  c o m p o u n d  c a n  b e  o b t a i n e d .  
A n o t h e r  w a y  o f  a c h i e v i n g  a  h i g h e r  s i g n a l  i s  a  h i g h e r  l o a d i n g  o f  s a m p l e  
o n t o  t h e  c a p i l l a r y .  A  h y d r o d y n a m i c  i n j e c t i o n  w a s  i n v e s t i g a t e d  a t  5  s e c  a n d  1 0  s e c  
a n d  t h e  o b t a i n e d  e l e c t r o p h e r o g r a m s  a r e  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  5 . 1 5 .  T h e  r e s o l u t i o n  
a n d  e f f i c i e n c y  s u f f e r e d  w h e n  1 0  s e c  i n j e c t i o n  ( B )  w a s  p e r f o r m e d ,  w h i l e  p e a k  a r e a  
h a s  i n c r e a s e d .  A n  i n j e c t i o n  o f  5  s e c  ( A )  w a s  a  b e t t e r  c o m p r o m i s e  f o r  t h e  
r e s o l u t i o n ,  e f f i c i e n c y  s i g n a l  o f  t h e  p e a k s .  
F o r  h r t h e r  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  a n a l y s i s  w i t h  t h e  U V  d e t e c t o r  i t  i s  p o s s i b l e  
t o  u s e  a n  e x t e n d e d  l i g h t  p a s s  c a p i l l a r y ,  w h e r e  t h e  d i a m e t e r  o f  t h e  c a p i l l a r y  a t  t h e  
d e t e c t i o n  w i n d o w  i s  3  t i m e s  g r e a t e r  t h a n  t h e  d i a m e t e r  i n  t h e  s e p a r a t i o n  p a r t .  T h i s  
w a s  p r e v i o u s l y  e m p l o y e d  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  p a c l i t a x e l  a n d  d o c e t a x e l  [ 8 3 ]  ( T a b l e  
5 . 1 ) .  T h e  a c h i e v e d  L O D s  w e r e  i n  t h e  r e q u i r e d  a n a l y t i c a l  r a n g e .  
F i g u r e  5 . 1 4 .  E l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  s e p a r a t i o n  o f  d o c e t a x e l  a n d  D A U  a t  d i f f e r e n t  
w a v e l e n g t h s .  A  -  2 0 0  n m ,  B  -  2 3 0  n m .  O t h e r  s e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  a n d  p e a k  
i d e n t i f i c a t i o n  a s  i n  F i g u r e  5 . 1 2 ( C ) .  
T h e  m o s t  r a d i c a l  a n d  p r o b a b l y  m o s t  s u c c e s s f u l  w a y  o f  a p p r o a c h i n g  t h e  
d e s i r a b l e  d e t e c t i o n  r a n g e  w o u l d  b e  t o  e m p l o y  a  d i f f e r e n t  d e t e c t i o n  t e c h n i q u e .  
T h u s ,  f l u o r e s c e n c e  d e t e c t o r  w a s  p r o v e n  t o  b e  v e r y  s e n s i t i v e  f o r  a n t h r a c y c l i n e s  
[ 6 1 - 6 3 1 .  I n  o r d e r  t o  p e r f o r m  a  s i m u l t a n e o u s  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a n t h r a c y c l i n e s  
a n d  t a x a n e s ,  a  d e r i v a t i z a t i o n  s t e p  w o u l d  b e  r e q u i r e d  f o r  t a x a n e s  a s  t h e y  d o  n o t  
e x h i b i t  n a t u r a l  f l u o r e s c e n c e .  M a s s  s p e c t r a l  d e t e c t i o n  c a n  b e  u n i v e r s a l  f o r  b o t h  
c o m p o u n d s ,  b u t  i t s  c o m p a t i b i l i t y  w i t h  t h e  m i c r o e m u l s i o n  c o m p o s i t i o n  a n d  t h e  
a p p l i e d  v o l t a g e  s h o u l d  b e  i n v e s t i g a t e d  i n  d e t a i l s .  
F i g u r e  5 . 1 5 .  E l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  s e p a r a t i o n  o f  d o c e t a x e l  a n d  D A U  a t  d i f f e r e n t  
t i m e  o f  h y d r o d y n a m i c  i n j e c t i o n .  A  -  5  s e c ,  B -  1 0  s e c .  O t h e r  s e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  
a n d  p e a k  i d e n t i f i c a t i o n  a s  i n  F i g u r e  5 . 1 2 ( C ) .  
5 . 3 . 5  A p p l i c a t i o n  t o  p l a s m a  s a m p l e s  
5 . 3 . 5 . 1  D i r e c t  p l a s m a  i n j e c t i o n  
F o r  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  m e t h o d  f o r  r e a l  t i m e  m o n i t o r i n g ,  m i n i m a l  
p r e p a r a t i o n  o f  t h e  b i o l o g i c a l  s a m p l e s  i s  d e s i r a b l e .  P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  w e r e  
p e r f o r m e d  i n  o r d e r  t o  t e s t  t h e  s u i t a b i l i t y  o f  t h e  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  
s i m u l t a n e o u s  d e t e r m i n a t i o n  o f  t a x a n e  a n d  a n t h r a c y c l i n e  f o r  d i r e c t  i n j e c t i o n  o f  
h u m a n  p l a s m a  s a m p l e s .  D a u n o r u b i c i n  a n d  d o c e t a x e l  w e r e  u s e d  t o  s p i k e  a  p l a s m a  
s a m p l e .  T h i s  w a s  t h e n  d i r e c t l y  i n j e c t e d  o n t o  t h e  c a p i l l a r y  a n d  a n a l y s e d  w i t h  t h e  
d e v e l o p e d  E A  M E E K C  m e t h o d .  F i g u r e  5 . 1 5  r e p r e s e n t s  t h e  e l e c t r o p h e r o g r a m  o f  
t h e  s e p a r a t i o n  o f  p l a s m a  d i l u t e d  w i t h  t h e  r u n  b u f f e r  i n  t h e  r a t i o n  2 0  :  8 0  ( v l v ) .  T h e  
s p i k e d  s a m p l e  ( B )  w a s  c o m p a r e d  t o  t h e  b l a n k  m i x t u r e  i n j e c t i o n  ( A ) .  T h e  p e a k s  o f  
d a u n o r u b i c i n  a n d  d o c e t a x e l  c o u l d  b e  i d e n t i f i e d .  P e a k s  w e r e  n o t i c e a b l y  b r o a d e r ,  
c o m p a r e d  t o  t h e  p e a k s  o n  t h e  e l e c t r o p h e r o g r a m ,  w h e r e  a n a l y t e s  w e r e  i n j e c t e d  i n  
1 0 0 %  s e p a r a t i o n  b u f f e r  ( F i g u r e  5 . 1 3  ( A ) ) .  I t  t o o k  s l i g h t l y  l o n g e r  f o r  d a u n o r u b i c i n  
a n d  d o c e t a x e l  t o  m i g r a t e .  T h e  e l e c t r o p h e r o g r a m  i n  F i g u r e  5 . 1 5  ( A ) )  s h o w s  t h a t  n o  
i n t e r f e r i n g  p e a k s  w e r e  o b s e r v e d  i n  b l a n k  p l a s m a .  
F i g u r e  5 . 1 5 .  E l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  d i r e c t  p l a s m a  i n j e c t i o n .  I n j e c t i o n  c o m p o s i t i o n :  
p l a s m a  :  s e p a r a t i o n  b u f f e r  =  2 0 :  8 0  ( v l v ) .  A  -  b l a n k  p l a s m a ,  B  -  p l a s m a  s p i k e d  w i t h  
d o c e t a x e l ,  D A U  a n d  I S .  S e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  5 . 1 2 .  P e a k  i d e n t i f i c a t i o n :  
1  -  D A U  5 3 . 8  p g  m L m l  2  -  d o c e t a x e l 6 7 . 2  p g  r n ~ - ' ,  I S  -  n a p r o x e n  1 1 . 3  p g  m L - ' .  
I n  t h e  e l e c t r o p h e r o g r a m  i n  F i g u r e  5 . 1 6  t h e  p l a s m a  w a s  d i l u t e d  w i t h  t h e  
r u n  b u f f e r  i n  t h e  r a t i o n  5 0  :  5 0  ( v l v ) .  P e a k s  o f  a n a l y t e s  w e r e  i d e n t i f i e d  a n d  n o  
i n t e r f e r i n g  p e a k s  w e r e  o b s e r v e d  i n  b l a n k  p l a s m a .  L o w e r i n g  t h e  c o n t e n t  o f  t h e  
s e p a r a t i o n  b u f f e r  i n  t h e  i n j e c t i o n  a n d  i n c r e a s i n g  t h e  p l a s m a  p a r t  o f  i t  r e s u l t e d  i n  a  
l o w  e f f i c i e n c y  a n d  r e s o l u t i o n  o f  a n a l y t e ' s  p e a k s .  T h i s  c a n  s u g g e s t  t h a t  m o l e c u l e s  
o f  a n a l y t e s  a r e  t r a n s f e r r e d  i n t o  t h e  o i l  d r o p l e t s  a t  a  l o w e r  r a t e  w h e n  t h e  b u f f e r  p a r t  
i n  t h e  i n j e c t i o n  d e c r e a s e s .  T h i s  i m p l i e s  t h a t  a n a l y t e s  u n d e r g o  s t r o n g  b i n d i n g  w i t h  
p r o t e i n s  o f  p l a s m a  [ I 1 8 1  a n d  c h a n g e  t h e i r  e l e c t r o p h o r e t i c  b e h a v i o u r  a n d ,  t h u s ,  d o  
n o t  e l u t e  f r o m  t h e  c a p i l l a r y .  W h e n  a  c o m b i n a t i o n  o f  d a u n o r u b i c i n  a n d  d o c e t a x e l  
w a s  i n j e c t e d  i n  1 0 0 %  p l a s m a  o r  a n  i n j e c t i o n  w a s  c o m p o s e d  w i t h  o v e r  5 0 %  o f  
p l a s m a ,  n o  p e a k s  d u e  t o  a n a l y t e  c o u l d  b e  s e e n  o n  t h e  e l e c t r o p h e r o g r a m s  ( d a t a  i s  
n o t  p r e s e n t e d ) .  
P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  h a v e  s h o w n  t h a t  t h e  d i r e c t  i n j e c t i o n  o f  p l a s m a  
w a s  p o s s i b l e ,  b u t  r e q u i r e d  l a r g e  d i l u t i o n s  o f  t h e  s a m p l e .  T h i s  i s  n o t  d e s i r a b l e  f o r  
l o w  d e t e c t i o n  l i m i t s .  F u r t h e r  e x p e r i m e n t s  a r e  r e q u i r e d  i n  o r d e r  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  
r e l i a b i l i t y  o f  t h i s  m e t h o d .  
F i g u r e  5 . 1 6 .  E l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  d i r e c t  p l a s m a  i n j e c t i o n .  I n j e c t i o n  c o m p o s i t i o n :  
p l a s m a  :  s e p a r a t i o n  b u f f e r  =  5 0 :  5 0  ( v l v ) .  A  -  b l a n k  p l a s m a ,  B  -  p l a s m a  s p i k e d  w i t h  
d o c e t a x e l ,  D A U  a n d  I S .  S e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g u r e  5 . 1 2 .  P e a k  i d e n t i f i c a t i o n  
a s  i n  F i g u r e  5 . 1 5 .  
5 . 3 . 5 . 2  S e p a r a t i o n  o f  p r e t r e a t e d  p l a s m a  
I n  o r d e r  t o  d i s r u p t  t h e  p r o t e i n - d r u g  b i n d i n g  s o  t h a t  t h e  t o t a l  a m o u n t  o f  
d r u g  c a n  b e  e x t r a c t e d  f o r  a n a l y s i s  i t  i s  a d v i s a b l e  f o r  a  s a m p l e  t o  u n d e r g o  a  
p r e t r e a t m e n t  s t e p  p r i o r  t o  a n a l y s i s  [ 1 1 9 ] .  U s i n g  p r e c i p i t a t i o n  t e c h n i q u e s  t o  
d e n a t u r e  t h e  p r o t e i n s ,  t h e i r  a b i l i t y  t o  b i n d  d r u g s  c a n  b e  d e s t r o y e d  d e p e n d i n g  o n  
t h e  b i n d i n g  m e c h a n i s m  [ 1 2 0 ] .  I n  t h i s  s t u d y  t h e  a c e t o n i t r i l e  p r e c i p i t a t i o n  o f  
p r o t e i n s  w a s  e m p l o y e d .  T h e  o r g a n i c  s o l v e n t  l o w e r s  t h e  d i e l e c t r i c  c o n s t a n t  o f  
p l a s m a  p r o t e i n  s o l u t i o n ,  w h i c h  i n c r e a s e s  t h e  a t t r a c t i o n  b e t w e e n  c h a r g e d  
m o l e c u l e s  a n d  f a c i l i t a t e s  e l e c t r o s t a t i c  p r o t e i n  i n t e r a c t i o n  [ 1 1 9 ] .  T h e  m o l e c u l e s  o f  
a c e t o n i t r i l e  a l s o  d i s p l a c e  t h e  m o l e c u l e s  o f  w a t e r  i n  t h e  h y d r o p h o b i c  p a r t  o n  t h e  
p r o t e i n  s u r f a c e .  W h e n  t h e  h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  p r o t e i n s  a r e  m i n i m a l ,  
t h e  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n s  b e c o m e  p r e d o m i n a n t  a n d  l e a d  t o  t h e  a g g r e g a t i o n  o f  
p r o t e i n s .  
T h r e e  p o t e n t i a l  m e t h o d s  f o r  t h e  s i m u l t a n e o u s  s e p a r a t i o n  o f  d a u n o r u b i c i n  
a n d  d o c e t a x e l  w e r e  t e s t e d  i n  t h i s  s t u d y .  T h e  s e p a r a t i o n  b u f f e r s  a n d  c o n d i t i o n s  t h a t  
r e v e a l e d  t h e  s e p a r a t i o n  o f  t a r g e t  a n a l y t e s  i n  C Z E  ( 5 . 3 . 1 ) ,  M E K C  ( 5 . 3 . 2 )  a n d  
M E E K C  ( 5 . 3 . 3 )  m o d e s  o f  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  w e r e  a p p l i e d  f o r  t h e  b l a n k  
p l a s m a  a n d  p l a s m a  s p i k e d  w i t h  a n a l y t e s .  T h e  p r e c i p i t a t i o n  o f  p l a s m a  p r o t e i n s  w a s  
p e r f o r m e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  i n  5 . 2 . 4 .  T h e  o b t a i n e d  
e l e c t r o p h e r o g r a m s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 1  7  -  5 . 1 9 .  
T h e  e l e c t r o p h e r o g r a m  i n  F i g u r e  5 . 1 7  ( B )  i l l u s t r a t e s  t h a t  t h e  C Z E  m e t h o d  
f a i l e d  t o  d e t e r m i n e  a n a l y t e s  i n  t h e  p l a s m a ,  w h i l e  t h e  s u f f i c i e n t  s e p a r a t i o n  w a s  
o b t a i n e d  i n  a  t e s t  m i x t u r e  ( F i g u r e  5 . 4  ( B ) ) .  T h e  e l e c t r o p h e r o g r a m  o f  b l a n k  p l a s m a  
( F i g u r e  5 . 1 7  ( A ) )  s h o w s  t h a t  t h e r e  w a s  a  p e a k  a t t r i b u t e d  t o  p l a s m a  a n d  i t  
i n t e r f e r e d  w i t h  t h e  m i g r a t i o n  o f  a n a l y t e s .  
T h r e e  e l e c t r o p h e r o g r a m s  i n  F i g u r e  5 . 1 8  r e p r e s e n t  t h e  s e p a r a t i o n  o f  b l a n k  
p l a s m a  ( A ) ,  s p i k e d  p l a s m a  ( B )  a n d  t h e  s e p a r a t i o n  o f  a  t e s t  m i x t u r e  o f  D A U ,  
d o c e t a x e l  a n d  I S  ( e q u i l i n )  ( C ) .  T h e  l a t t e r  e x p e r i m e n t  w a s  r e q u i r e d  t o  b e  r e p e a t e d  
a s  t h e  I S  w a s  a d d e d  t o  t h e  m i x t u r e .  I t  s h o w s  t h a t  t h e  o b t a i n e d  M E K C  m e t h o d  w a s  
s u i t a b l e  f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  e q u i l i n  f r o m  b o t h  a n a l y t e s .  T h e  m o b i l i t y  o f  e q u i l i n  
i n  t h e  c a p i l l a r y  w a s  l o w e r  t h a n  t h e  m o b i l i t y  o f  d o c e t a x e l  a s  t h e  i n t e r a c t i o n  w i t h  
t h e  m i c e l l e s  w a s  s t r o n g e r .  T h e  a n a l y s i s  o f  s p i k e d  p l a s m a  s a m p l e  w a s  q u i t e  
s u c c e s s f u l ,  a s  a l l  p e a k s  w e r e  s e p a r a t e d  a n d  p l a s m a  p e a k  w a s  r e s o l v e d  f r o m  
a n a l y t e s .  
F i g u r e  5 . 1 7 .  E l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  t h e  C Z E  s e p a r a t i o n  o f  t h e  p r e t r e a t e d  p l a s m a  
s a m p l e s .  A  -  b l a n k  p l a s m a ,  B  -  p l a s m a  s p i k e d  w i t h  4 5 . 5  p g  m ~ - '  D A U ,  5 6 . 8  p ~  m t "  
d o c e t a x e l  a n d  9 0 . 9  p g  m ~ - '  e q u i l i n  ( I S ) .  S e p a r a t i o n  c o n d . :  2 0  m M  b o r a t e  b u f f e r  p H  
9 ,  7 0 %  A C N ,  3 0  k V ,  2 0 ° C ,  h y d r o d .  i n j .  2  s e c . ,  d e t e c .  a t  2 3 0  n m ,  c a p i l l a r y  5 6 c m  
( 4 8 c m ) ,  5 0  p m  i . d .  
A  h i g h  s p e e d  m i c r o e m u l s i o n  e l e c t r o k i n e t i c  c h r o m a t o g r a p h y  w i t h  t h e  e t h y l  
a c e t a t e  a s  a  c o r e  p h a s e  w a s  a l s o  t e s t e d  w i t h  t h e  i n j e c t i o n  o f  d e p r o t e i n i s e d  p l a s m a .  
T h e  e l e c t r o p h e r o g r a m  o f  t h e  b l a n k  p l a s m a  e x t r a c t  ( F i g u r e  5 . 1 9  ( A ) )  s h o w s  t h e  
p e a k s  o f  s e v e r a l  c o m p o u n d s  w h i c h  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  a c e t o n i t r i l e  s u p e r n a t a n t  o f  
p l a s m a .  D a u n o r u b i c i n ,  d o c e t a x e l  a n d  I S  w e r e  s e p a r a t e d  i n  a  s p i k e d  s a m p l e ,  a s  c a n  
b e  s e e n  i n  F i g u r e  5 . 1 9  ( B ) .  H o w e v e r  t h e  e x p e r i m e n t  w a s  n o t  s u c c e s s f u l  a s  t h e  
p e a k  a t t r i b u t e d  t o  p l a s m a  o v e r l a p p e d  w i t h  t h e  a n t h r a c y c l i n e .  
F i g u r e  5 . 1 8 .  E l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  t h e  M E K C  s e p a r a t i o n  o f  t h e  e x t r a c t e d  p l a s m a  
s a m p l e s .  A  -  b l a n k  p l a s m a ,  B  -  p l a s m a  s p i k e d  w i t h  4 5 . 5  p g  m ~ - '  D A U ,  5 6 . 8  p g  r n ~ - '  
d o c e t a x e l  a n d  9 0 . 9  p g  m ~ - '  e q u i l i n  ( I S ) ,  C  -  t e s t  m i x t u r e  o f  D A U  5 2 . 6  y g  
d o c e t a x e l  6 5 . 2  p g  r n L - '  a n d  e q u i l i n  5 2 . 6  y g  
t h e  r u n  b u f f e r .  S e p a r a t i o n  c o n d . :  
2 5  r n M  T r i s - p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  9 , 7 0 %  M e O H ,  1 0 0 %  S D S ,  3 0  k V ,  2 0 ° C ,  h y d r o d .  
i n j .  2  s e c . ,  d e t e c .  a t  2 3 0  n m ,  c a p i l l a r y  5 6 c m  ( 4 8 c m ) ,  5 0  p m  i . d .  
F r o m  t h i s  e x p e r i m e n t  i t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  t h r e e  a n a l y s e d  m e t h o d s  
r e p r e s e n t i n g  d i f f e r e n t  m o d e s  o f  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  w e r e  p r o v e n  t o  b e  
p o w e r f u l  i n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  t e s t  m i x t u r e s  o f  d a u n o r u b i c i n  a n d  d o c e t a x e l .  
H o w e v e r ,  t h e i r  r e s o l v i n g  a b i l i t y  w a s  a f f e c t e d  i n  a  d i f f e r e n t  w a y  w h e n  r e a l  
s a m p l e s  o f  p l a s m a  w e r e  a n a l y s e d .  C Z E  m o d e  c a n  o n l y  b e  e f f e c t i v e  i n  t h e  
s e p a r a t i o n  o f  c h a r g e d  m o l e c u l e s .  T h i s  w a s  p r o b a b l y  n o t  t h e  c a s e  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  
p r e t r e a t e d  p l a s m a  a n d  t h a t  e x p l a i n s  w h y  t h e  m e t h o d  h a d  f a i l e d .  M E K C  a n d  
M E E K C  w e r e  m o r e  s u c c e s s f u l  i n  t h e  a p p l i c a t i o n  t o  t h e  r e a l  s a m p l e s  a s  t h e y  a r e  
a b l e  t o  s e p a r a t e  m o r e  s p e c i e s  u s i n g  p a r t i t i o n i n g  m e c h a n i s m .  
4 b d o n  t i m e ,  min 
F i g u r e  5 . 1 9 .  E l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  t h e  E A  M E E K C  s e p a r a t i o n  o f  t h e  e x t r a c t e d  
p l a s m a  s a m p l e s .  A  -  b l a n k  p l a s m a ,  B  -  p l a s m a  s p i k e d  w i t h  4 5 . 5  p g  m ~ ~ '  D A U ,  5 6 . 8  
p g  m ~ ~ '  d o c e t a x e l  a n d  9 0 . 9  p g  m ~ - '  e q u i l i n  ( I S ) .  S e p a r a t i o n  c o n d . :  0 . 5 %  w l w  e t h y l  
a c e t a t e ,  1 . 2 %  w l w  b u t a n - 1 - 0 1 ,  0 . 6 %  S D S ,  9 7 . 7 %  2 0  r n M  p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  2 . 5 ,  
1 0 %  M e O H ,  3 0  k V ,  2 0 ° C ,  h y d r o d .  i n j .  - 5 0  m b a r  f o r  2  s e c ,  d e t e c .  a t  2 3 0  n m ,  
c a p i l l a r y  5 6 c m  ( 8 c m ) ,  5 0  p m  i . d .  
T h e  h i g h  s p e e d  M E E K C  i s  a  v e r y  a t t r a c t i v e  m e t h o d  f r o m  t h e  p o i n t  o f  
s h o r t  m i g r a t i o n  t i m e  -  o n e  r u n  l a s t s  2 . 5  m i n .  B u t  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  
a n t h r a c y c l i n e  i s  d i f f i c u l t  d u e  t o  i t s  c o m i g r a t i o n  w i t h  t h e  p l a s m a  p e a k .  A n  
a l t e r n a t i v e  m e t h o d  f o r  p l a s m a  p r e t r e a t m e n t  c o u l d  b e  d e s i g n e d  i n  o r d e r  t o  i m p r o v e  
t h e  r e m o v a l  o f  u n d e s i r a b l e  p l a s m a  c o m p o n e n t s .  T h e  u s e  o f  s o l i d - p h a s e  e x t r a c t i o n  
c a n  b e  v e r y  a d v a n t a g e o u s  a s  a  p l a s m a  p r e - t r e a t m e n t  m e t h o d  a n d  p r e c o n c n e t r a t i o n  
p r o c e d u r e  i n  o r d e r  t o  a c h i e v e  l o w e r  L O D s .  T h e  a i m  o f  t h i s  w o r k  d i d  n o t  i n c l u d e  
t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  p r e t r e a t m e n t  p r o c e d u r e .  A t  t h i s  s t a g e  o f  t h e  w o r k  i t  w a s  
f o u n d  t h a t  t h e  M E K C  m e t h o d  f o r  t h e  s i m u l t a n e o u s  d e t e r m i n a t i o n  o f  a n t h r a c y c l i n e  
a n d  t a x a n e  h a s  t h e  m o s t  p o t e n t i a l  i n  a p p l i c a t i o n  t o  t h e  p l a s m a  e x t r a c t s .  
N o n e t h e l e s s  i t  c a n n o t  y e t  b e  u s e d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  p l a s m a  s a m p l e s  
f r o m  p a t i e n t s  d u e  t o  t h e  s e n s i t i v i t y  i s s u e .  E v e n  t h o u g h  t h e  L O D s  f o r  d a u n o r u b i c i n  
a n d  d o c e t a x e l  w e r e  n o t  d e t e r m i n e d  i t  c a n  b e  s e e n  f r o m  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  p e a k s  
t h a t  t h e y  a r e  g r e a t l y  e x c e e d  t h e  r e q u i r e d  v a l u e s .  
5 . 4  C O N C L U S I O N S  
F o r  t h e  f i r s t  t i m e  s i m u l t a n e o u s  a n a l y s i s  o f  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s  i s  
r e p o r t e d .  S e v e r a l  m o d e s  o f  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  w e r e  s c r e e n e d  i n  o r d e r  t o  
a c h i e v e  t h e  s e p a r a t i o n  a n d  i n v e s t i g a t e  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c a l  b e h a v i o u r  o f  a n a l y t e s .  
T h e  s e p a r a t i o n  i s  p o s s i b l e  u s i n g  C Z E ,  M E K C  a n d  M E E K C  t e c h n i q u e s .  T h e  
i m p o r t a n c e  o f  t h e  r o l e  o f  o r g a n i c  s o l v e n t  i n  e a c h  m o d e  o f  s e p a r a t i o n  w a s  n o t e d .  
W h i l e  C Z E  a n d  M E K C  h a v e  p r e v i o u s l y  b e e n  u s e d  i n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  
a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s  i n  s i n g l e  r u n s ,  t h e  M E E K C  m e t h o d  i s  s u c c e s s f u l l y  
a p p l i e d  t o  t h e s e  c o m p o u n d s  f o r  t h e  f i r s t  t i m e .  T h e  e f f e c t s  o f  d i f f e r e n t  p a r a m e t e r s  
o f  m i c r o e m u l s i o n  o n  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  b e h a v i o u r  o f  b o t h  d r u g s  h a v e  b e e n  
e x a m i n e d  i n  d e t a i l .  
A n  i n n o v a t i v e  a p p r o a c h  o f  s h o r t e n i n g  t h e  a n a l y s i s  t i m e  w a s  e m p l o y e d .  
T h e  i n j e c t i o n  w a s  p e r f o r m e d  f r o m  t h e  " s h o r t  e n d "  o f  t h e  c a p i l l a r y ,  s o  t h a t  t h e  
s e p a r a t i o n  w a s  p e r f o r m e d  o n l y  o n  8  c m  o f  t h e  e f f e c t i v e  l e n g t h .  W i t h  t h e  a d d i t i o n  
o f  l o w  s u r f a c e  t e n s i o n  c o r e  p h a s e  i n  m i c r o e m u l s i o n  i t  w a s  p o s s i b l y  t o  u s e  s m a l l  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  s u r f a c t a n t  a n d ,  t h u s ,  t o  a p p l y  h i g h  v o l t a g e  f o r  m o r e  e f f i c i e n t  
s e p a r a t i o n .  T h i s  a l l  r e s u l t e d  i n  a  r u n  t i m e  o f  l e s s  t h a n  2  m i n .  
A  h i g h  s p e e d  M E E K C  m e t h o d  h a v e  s h o w n  t o  b e  a  g e n e r i c  m e t h o d  a s  
c o m b i n a t i o n s  o f  d i f f e r e n t  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s  c o u l d  b e  a n a l y s e d .  T h i s  i s  
h i g h l y  b e n e f i c i a l  f o r  c l i n i c a l  a n a l y s i s  i n  c a n c e r  t h e r a p y  w h e n  t h e  c o m b i n a t i o n s  o f  
p r e s c r i b e d  d r u g s  c a n  b e  v a r i e d .  
E v e n  t h o u g h  a t  p r e s e n t  t h e r e  i s  n e e d  f o r  f u t u r e  s t r a t e g y  o n  a c h i e v i n g  t h e  
r e q u i r e d  s e n s i t i v i t y  l e v e l s  f o r  a n a l y t e s ,  M E K C  a n d  h i g h  s p e e d  M E E K C  m e t h o d s  
w e r e  p r o v e n  t o  s h o w  g o o d  p o t e n t i a l  i n  t h e i r  a p p l i c a t i o n  t o  d e p r o t e i n i s e d  p l a s m a  
s p i k e d  w i t h  a n a l y t e s .  T h i s  i s  e s p e c i a l l y  t r u e  f o r  t h e  M E K C  m e t h o d  w h e r e  a l l  
a n a l y t e s  a n d  p l a s m a  c o m p o n e n t s  w e r e  s e p a r a t e d .  T h e  p l a s m a  p r e t r e a t m e n t  
p r o c e d u r e  r e q u i r e s  f u r t h e r  d e v e l o p m e n t .  C Z E  m e t h o d  h a s  f a i l e d  t o  s e p a r a t e  
a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e  i n  t h e  d e p r o t e i n i s e d  p l a s m a .  H i g h  s p e e d  M E E K C  w a s  
a l s o  c a p a b l e  o f  d e t e r m i n i n g  t h e  a n a l y s e d  d r u g s  i n  t h e  d i r e c t  i n j e c t i o n  o f  p l a s m a ,  
b u t  h i g h  d i l u t i o n s  w i t h  t h e  s e p a r a t i o n  b u f f e r  w e r e  r e q u i r e d .  
This work represents a novel approach in the analysis of drugs employed 
in combinational therapy of cancer. The sample throughput of a clinical 
laboratory can be significantly increased by using fast methods for simultaneous 
monitoring of pharmacokinetics of anthracyclines and taxanes. 
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7 .  A .  K u m m e r l e ,  T .  K r u e g e r ,  M .  D u s m e t ,  C .  V a l l e t ,  Y .  P a n ,  H . B .  R i s ,  L . A .  
D e c o s t e r ,  J .  P h a r m .  B i o m e d .  A n a l .  3 3  ( 2 0 0 3 )  4 7 5 .  
8 .  G . N .  H o r t o b a g y i ,  D r u g s  5 4  ( 1 9 9 7 )  1 .  
9 .  D . A .  G e w i r t z ,  B i o c h e m .  P h a r m a c o l .  5 7  ( 1 9 9 9 )  7 2 7 .  
1 0 .  R .  D a n e s i ,  S .  F o g l i ,  A .  G e n n a r i ,  P .  C o n t e ,  M .  D e l  T a c c a ,  C l i n .  P h a r m a c o k i n e t .  
4 1  ( 2 0 0 2 )  4 3 1 .  
1  1 .  w w w . n l r n . n i h . ~ o v  
1 2 .  L . T u r k e r ,  J .  M o l .  S t r u c t .  5 8 3  ( 2 0 0 2 )  8 1 .  
1 3 .  X .  B r a z z o l o t t o ,  M .  A n d r i o l l o ,  P .  G u i r a u d ,  A .  F a v i e r ,  J .  M o u l i s ,  B i o c h i m .  
B i o p h y s .  A c t a  ( 2 0 0 3 )  2 0 9 .  
1 4 .  T . - H .  T s a i ,  J .  C h r o m a t o g r .  B  7 6 4  ( 2 0 0 1 )  2 7 .  
1 5 .  V .  V a l e r o ,  S . E .  J o n e s ,  D . D .  V o n  H o f f ,  J .  C l i n .  O n c o l .  1 6  ( 1  9 9 8 )  3 3 6 2 .  
1 6 .  E . A .  P e r e z ,  C . L .  V o g e l ,  D . H .  I r w i n ,  J . J .  K i r s h n e r ,  R .  P a t e l ,  B r e a s t  C a n c e r  R e s .  
T r e a t .  7 3  ( 2 0 0 2 )  8 5 .  
1 7 .  K .  H a t a ,  M .  O s a k i ,  D . K .  D h a r ,  K .  N a k a y a m a ,  R .  F u j i w a k i ,  H .  I t o ,  N .  N a g a s u e ,  
K .  M i y a z a k i ,  C a n c e r  C h e m o t h e r .  P h a r m a c o l .  5 3  ( 2 0 0 4 )  6 8 .  
1 8 .  H .  M a l o n g a ,  J . F .  N e a u l t ,  S .  D i a m a n t o g l o u ,  H . A .  T a j m i r - R i a h i ,  M i n i  R e v .  
M e d .  C h e m .  5  ( 2 0 0 5 )  3 0 7 .  
1 9 .  G .  H e m p e l ,  C .  R u b e ,  C .  M o s l e r ,  M .  W i e n s t r o e r ,  A .  W a g n e r - B o h n ,  A .  S c h u c k ,  
N .  W i l l i c h ,  J .  B o o s ,  A n t i c a n c e r  D r u g s  1 4  ( 2 0 0 3 )  4 1 7 .  
2 0 .  B .  F l u t o n  a n d  C . M .  S p e n c e r ,  D r u g s  5 1  ( 1 9 9 6 )  1 0 7 5 .  
2 1 .  E . K .  R o w i n s k y ,  A n n .  R e v .  M e d .  4 8  ( 1 9 9 7 )  3 5 3 .  
2 2 .  S . B .  H o r w i t z ,  T r e n d s  P h a r m a c o l .  S c i .  1 3  ( 1 9 9 2 )  1 3 4 .  
2 3 .  F .  G u e r i t t e - V o e g e l e i n ,  D .  G u e n a r d ,  F .  L a v e l l e ,  M . - T .  L e  G o f f ,  L .  M a n g a t a l ,  P .  
P o t i e r ,  J .  M e d .  C h e m .  3 4  ( 1 9 9 1 )  9 9 2 .  
2 4 .  M . C .  B i s s e r y ,  D .  G u e n a r d ,  F .  G u e r i t t e - V o e g e l e i n ,  F .  L a v e l l e ,  C a n c e r  R e s .  5 1  
( 1 9 9 1 )  4 8 4 5 .  
2 5 .  I .  R i n g e l  a n d  S . B .  H o n v i t z ,  J .  N a t l .  C a n c e r  I n s t .  8 3  ( 1 9 9 1 )  2 8 8 .  
2 6 .  A . R .  H a n a u s k e ,  D .  D e g e n ,  S . G .  H i l s e n b e c k ,  M . C .  B i s s e r y ,  D . D .  V o n  H o f f ,  
A n t i - C a n c e r  D r u g s  3  ( 1  9 9 2 )  1 2  1 .  
2 7 .  E . K .  R o w i n s k y  a n d  R . C .  D o n e h o w e r ,  N .  E n g l .  J .  M e d .  3 3 2  ( 1 9 9 5 )  1 0 0 4 .  
2 8 .  A .  S p a r r e b o o m ,  0 .  v a n  T e l l i n g e n ,  W . J .  N o o i j e n ,  J . H .  B e i j n e n ,  C a n c e r  R e s .  5 6  
( 1 9 9 6 )  2 1  1 2 .  
2 9 .  A . T .  v a n  O o s t e r o m  a n d  D .  S c h r i j v e r s ,  A n t i - C a n c e r  D r u g s  6  ( 1 9 9 5 )  3 5 6 .  
3 0 .  L .  G i a n n i ,  C . M .  K e a r n s ,  A .  G a i n n i ,  J .  C l i n .  O n c o l .  1 3  ( 1 9 9 5 )  1 8 0 .  
3 1 .  H . L .  M c L e o d ,  C . M .  K e a m s ,  J . G .  K u h n ,  R .  B r u n o ,  C a n c e r  C h e m o t h e r .  
P h a r m a c o l .  4 2  ( 1 9 9 8 )  1 5 5 .  
3 2 .  h t t p : l l m e d o  
3 3 .  M . S .  A a p r o ,  O n c o l o g i s t  6  ( 2 0 0 1 )  3 7 6 .  
3 4 .  J .  C r o w n ,  E J C  S u p p l e m e n t s  4  ( 2 0 0 6 )  2 .  
3 5 .  M .  M a r t i n ,  T .  P i e n k o w s k i ,  J .  M a c k e y ,  N .  E n g l .  J .  M e d .  3 5 2  ( 2 0 0 5 )  2 3 0 2 .  
3 6 .  M . L .  C i t r o n ,  D . A .  B e r r y ,  C .  C i r r i n c i o n e ,  J .  C l i n .  O n c o l .  2 1  ( 2 0 0 3 )  1 4 3 1 .  
3 7 .  I . C .  H e n d e r s o n ,  D . A .  B e r r y ,  C . T .  C i r r i n c i o n e ,  J .  C l i n .  O n c o l .  2 1  ( 2 0 0 3 )  9 7 6 .  
3 8 .  E . P .  M a m o u n e s ,  J .  B r y a n t ,  B .  L e m b e r s k y ,  J .  C l i n .  O n c o l .  2 3  ( 2 0 0 5 )  3 6 8 6 .  
3 9 .  M .  D Y I n c a l c i ,  J .  S c h u l l e r ,  T .  C o l o m b o ,  M .  Z u c c h e t t i ,  A .  R i v a ,  S e m i n .  O n c o l .  
( s u p p l .  1 3 )  2 5  ( 1 9 9 8 )  1 6 .  
4 0 .  J . A .  O ' S h a u g h n e s s y ,  J . S .  F i s h e r m a n ,  K . H .  C o w a n ,  S e m i n .  O n c o l .  ( s u p p l .  8 )  
2 1  ( 1 9 9 4 )  1 9 .  
4 1 .  F . A .  H o l m e s ,  T .  M a d d e n ,  R . A .  N e w m a n ,  V .  V a l e r o ,  R . L .  T h e r i a u l t ,  G .  
F r a s c h i n i ,  R . S .  W a l t e r s ,  D . J .  B o o s e r ,  A . U .  B u z d a r ,  J .  W i l l e y ,  G . N .  H o r t o b a g y i ,  J .  
C l i n .  O n c o l .  1 4  ( 1  9 9 6 )  2 7  1 3 .  
4 2 .  L .  G i a n n i ,  L .  V i g a n o ,  A .  L o c a t e l l i ,  G  C a p r i ,  A .  G i a n i ,  E .  T a r e n z i ,  G .  
B o n a d o n n a ,  J .  C l i n .  O n c o l .  1 5  ( 1 9 9 7 )  1 9 0 6 .  
4 3 .  L .  G i a n n i ,  E .  M u n z o n e ,  G  C a p r i ,  F .  F u l f a r o ,  E .  T a r e n z i ,  F .  V i l l a n i ,  C .  
S p r e a f i c o ,  A .  L a f f r a n c h i ,  A .  C a r a c e n i ,  C .  M a r t i n i ,  M .  S t e f a n e l l i ,  P .  V a l a g u s s a ,  G .  
B o n a d o n n a ,  J .  C l i n .  O n c o l .  1 3  ( 1 9 9 5 )  2 6 8 8 .  
4 4 .  0 .  P a g a n i ,  S e m i n .  O n c o l .  ( s u p p l .  1 2 )  2 5  ( 1 9 9 8 )  2 3 .  
4 5 .  P . F .  C o n t e ,  E .  B a l d i n i ,  A .  G e n n a r i ,  A .  M i c h e l o t t i ,  B .  S a l v a d o r i ,  C .  T i b a l d i ,  R .  
D a n e s i ,  F .  I n n o c e n t i ,  A .  G e n t i l e ,  R .  D e l l ' A n n a ,  0 .  B i a d i ,  M .  M a r i a n i ,  M .  D e l  
T a c c a ,  J .  C l i n .  O n c o l .  1 5  ( 1  9 9 7 )  2 5  1 0 .  
4 6 .  M .  C e r u t i ,  V .  T a g i n i ,  V .  R e c a l e n d a ,  S .  A r p i c c o ,  L .  C a t t e l ,  M .  A i r o l d i ,  C .  
B u m m a ,  I1 F a r m a c o  5 4  ( 1 9 9 9 )  7 3 3 .  
4 7 .  C .  M a z u e l ,  J .  G r o v e ,  G .  G e r i n ,  K . P .  K e e n a n ,  J .  P h a r m .  B i o m e d .  A n a l .  3 3  
( 2 0 0 3 )  1 0 9 3 .  
4 8 .  C .  S c o t t a n i ,  C .  M i n o i a ,  M .  D Y I n c a l c i ,  M .  P a g a n i i ,  M .  Z u c c h e t t i ,  R a p i d  
C o m r n u n .  M a s s  S p e c t r o m .  1 2  ( 1 9 9 8 )  2 5  1 .  
4 9 .  Y .  G a i l l a r d ,  G .  P e p i n ,  J .  C h r o m a t o g r .  B  7 3 3  ( 1 9 9 9 )  1 8 1 .  
5 0 .  F .  L a c h a t r e ,  P .  M a r q u e t ,  S .  R a g o t ,  J . M .  G a u l i e r ,  P .  C a r d o t ,  J . L .  D u p u y ,  J .  
C h r o m a t o g r .  B  7 3  8  ( 2 0 0 0 )  2 8  1 .  
5 1 .  P . G .  G r o t h a u s ,  T .  J .  G .  R a y b o u l d ,  G . S .  B i g n a m i ,  C . B .  L a z o ,  J . B .  B r y n e s ,  J .  
I m m u n .  M e t h o d s  1 5  8  ( 1  9 9 3 )  5 .  
5 2 .  D .  S o n g ,  J . L . S .  A u ,  J .  C h r o m a t o g r .  B  6 6 3  ( 1 9 9 5 )  3 3 7 .  
5 3 .  J . G .  S u p k o ,  R . V .  N a i r ,  M . V .  S e i d e n ,  H .  L u ,  J .  P h a r m .  B i o m e d .  A n a l .  2 1  
( 1  9 9 9 )  1 0 2 5 .  
5 4 .  A .  G a v e n d a ,  J .  S e v c i k ,  J .  P s o t o v a ,  P .  B e d n a r ,  P .  B a r t i i k ,  P .  A d a m o v s k y ,  V .  
S i m i i n e k ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 2  ( 2 0 0 1 )  2 7 8 2 .  
5 5 .  Q .  H u ,  T .  Z h o u ,  L .  Z h a n g ,  H .  L i ,  Y .  F a n g ,  F r e s e n i u s  J .  A n a l .  C h e m .  3 6 8  
( 2 0 0 0 )  8 4 4 .  
5 6 .  Q .  H u ,  L .  Z h a n g ,  T .  Z h o u ,  Y .  F a n g ,  A n a l .  C h i m .  A c t a  4 1 6  ( 2 0 0 0 )  1 5 .  
5 7 .  G .  N i c h o l l s ,  B . J .  C l a r k ,  J . E .  B r o w n ,  J .  P h a r m .  B i o m e d .  A n a l .  1 0  ( 1  9 9 2 )  9 4 9 .  
5 8 .  G .  N i c h o l l s ,  B . J .  C l a r k ,  J . E .  B r o w n ,  A n a l .  P r o c .  3 0  ( 1 9 9 3 )  5 1 .  
5 9 .  P .  Z h a o  a n d  A . K .  D a s h ,  J .  P h a r m .  B i o m e d .  A n a l .  2 0  ( 1 9 9 9 )  5 4 3 .  
6 0 .  N .  S i m e o n ,  E .  C h a t e l u t ,  P .  C a n a l ,  M .  N e r t z ,  F .  C o u d e r c ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  8 5 3  
( 1 9 9 9 )  4 4 9 .  
6 1 .  N . J .  R e i n h o u d ,  U . R .  T j a d e n ,  H .  I r t h ,  J .  v a n  d e r  G r e e f ,  J .  C h r o m a t o g r .  5 7 4  
( 1 9 9 2 )  3 2 7 .  
6 2 .  T .  P e r e z - R u i z ,  C .  M a r t i n e z - L o z a n o ,  A .  S a n z ,  E .  B r a v o ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 2  
( 2 0 0 1 )  1 3 4 .  
6 3 .  G .  H e m p e l ,  P .  S c h u l z e - W e s t h o f f ,  S .  F l e g e ,  N .  L a u b r o c k ,  J .  B o o s ,  
E l e c t r o p h o r e s i s  1 9  ( 1  9 9 8 )  2 9 3 9 .  
6 4 .  G .  H e m p e l ,  S .  H a b e r l a n d ,  P .  S c h u l z e - W e s t h o f f ,  N .  M o h l i n g ,  G .  B l a s c h k e ,  J .  
B o o s ,  J .  C h r o m a t o g r .  B  6 9 8  ( 1 9 9 7 )  2 8 7 .  
6 5 .  G .  H e m p e l ,  P .  S c h u l z e - W e s t h o f f ,  S .  F l e g e ,  J .  B o o s ,  J .  C h r o m a t o g r .  B  7 5 8  
( 2 0 0 1 )  2 2 1 .  
6 6 .  A . B .  A n d e r s o n ,  C . M .  C i r i a c k s ,  K . M .  F u l l e r ,  E .  A .  A r r i a g a ,  A n a l .  C h e m .  7 5  
( 2 0 0 3 )  8 .  
6 7 .  A . B .  A n d e r s o n ,  J .  G e r g e n ,  E . A .  A r r i a g a ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  7 6 9  ( 2 0 0 2 )  9 7 .  
6 8 .  S .  N a g a r a j  a n d  H . T .  K a m e s ,  B i o m e d .  C h r o m a t o g r .  1 4  ( 2 0 0 0 )  2 3 4 .  
6 9 .  G .  X i o n g ,  Y .  C h e n ,  E . A .  A r r i a g a ,  A n a l .  C h e m .  7 7  ( 2 0 0 5 )  3 4 8 8 .  
7 0 .  N .  L a u b r o c k ,  G .  H e m p e l ,  P .  S c h u l z e - W e s t h o f f ,  G .  W u r t h w e i n ,  S .  F l e g e ,  J .  
B o o s ,  C h r o m a t o g r a p h i a  5 2  ( 2 0 0 0 )  9 .  
7 1 .  N .  G r i e s e ,  G .  B l a s c h k e ,  J .  B o o s ,  G .  H e m p e l ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  9 7 9  ( 2 0 0 2 )  
3 7 9 .  
7 2 .  G .  H e m p e l ,  D .  R e i n h a r d t ,  U .  C r e u t z i g ,  J .  B o o s ,  B r .  J .  C l i n .  P h a r m o c o l .  5 6  
( 2 0 0 3 )  3 7 0 .  
7 3 .  Y .  C h e n ,  R .  J .  W a l s h ,  E . A .  A r r i a g a ,  A n a l .  C h e m .  7 7  ( 2 0 0 5 )  2 2 8 1 .  
7 4 .  A .  R .  E d e r  a n d  E . A .  A r r i a g a ,  J .  C h r o m a t o g r .  B  8 2 9  ( 2 0 0 5 )  1 1 5 .  
7 5 .  O . T .  F a h m y ,  M . A .  K o r a n y ,  H . M .  M a h e r ,  J .  P h a r m .  B i o m e d .  A n a l .  3 4  ( 2 0 0 4 )  
1 0 9 9 .  
7 6 .  M . R .  R o u i n i ,  A .  L o t f o l a h i ,  D . J .  S t e w a r t ,  J . M .  M o l e p o ,  F . H .  S h i r a z i ,  J . C .  
V e r g n i o l ,  E .  T o m i a k ,  F .  D e l o r m e ,  L .  V e r n i l l e t ,  M .  G i g u e r e ,  R .  G o e l ,  J .  P h a r m .  
B i o m e d .  A n a l .  1 7  ( 1  9 9 8 )  1 2 4 3 .  
7 7 .  R . M .  M a d e r ,  B .  R i z o v s k i ,  G . G .  S t e g e r ,  J .  C h r o m a t o g r .  B  7 6 9  ( 2 0 0 2 )  3 5 7 .  
7 8 .  L .  A l v a r e z - C e d r o n ,  M . L .  S a y a l e r o ,  J . M .  S a y a l e r o ,  J . M .  L a n a o ,  J .  C h r o m a t o g r .  
B  7 2 1  ( 1 9 9 9 )  2 7 1 .  
7 9 .  T . E .  M u r d t e r ,  B .  S p e r k e r ,  K .  B o s s l e t ,  P .  F r i t z ,  H . K .  K r o e m e r ,  J .  C h r o m a t o g r .  
B  7 0 9  ( 1 9 9 8 )  2 8 9 .  
8 0 .  M .  I s r a e l ,  W . J .  P e g g ,  P . M .  W i l k i n s o n ,  M . B .  G a r n i c k ,  J .  L i q .  C h r o m a t o g r .  1  
( 1 9 7 8 )  7 9 5 .  
8 1 .  I . K .  B a r k e r ,  S . M .  C r a w f o r d ,  A . F .  F e l l ,  J .  C h r o m a t o g r .  B  6 8 1  ( 1 9 9 6 )  3 2 3 .  
8 2 .  I .  B a d e a ,  L .  L a z a r ,  D .  M o j a ,  D .  N i c o l e s c u ,  A . T u d o s e ,  J .  P h a r m .  B i o m e d .  
A n a l .  3 9  ( 2 0 0 5 )  3 0 5 .  
8 3 .  G .  H e m p e l ,  D .  L e h r n k u h l ,  S .  K r u m p e l m a n n ,  G .  B l a s c h k e ,  J .  B o s s ,  J .  
C h r o m a t o g r .  A  7 4 5  ( 1  9 9 6 )  1 7 3 .  
8 4 .  L . K .  S h a o  a n d  D . C .  L o c k e ,  A n a l .  C h e m .  7 0  ( 1  9 9 8 )  8 9 7 .  
8 5 .  E . A .  F o r s s e n ,  M .  R o s s ,  J .  L i p o s o m e  R e s .  4  ( 1 9 9 4 )  4 8 1 .  
8 6 .  P .  P o u n a ,  S .  B o n o r o n - A d e l e ,  G .  G o u v e m e u r ,  L .  T a r i o s s e ,  P .  B e s s e ,  J .  R o b e r t ,  
B r .  J .  P h a r m a c o l .  1 1 7  ( 1  9 9 6 )  1 5 9 3 .  
8 7 .  S .  N a g a r a j  a n d  T .  K a m e s ,  B i o m e d .  C h r o m a t o g r .  1 4  ( 2 0 0 0 )  2 3 4 .  
8 8 .  C .  P o l s o n ,  P .  S a r k a r ,  B .  I n c l e d o n ,  V .  R a g u v a r a n ,  R .  G r a n t ,  J .  C h r o m a t o g r .  B  
7 8 5  ( 2 0 0 3 )  2 6 3 .  
8 9 .  M .  A l m g r e n  a n d  S .  S w a r u p ,  J .  C o l l o i d  I n t e r f a c e  S c i .  9 1  ( 1 9 8 3 )  2 5 6 .  
9 0 .  M . F .  E m e r s o n  a n d  A .  H o l t z e r ,  J .  P h y s .  C h e m .  7 1  ( 1 9 6 7 )  3 3 2 0 .  
9 1 .  J .  V i n d e v o g e l  a n d  P .  S a n d r a ,  A n a l .  C h e m .  6 3  ( 1 9 9  1 )  1 5 3 0 .  
9 2 .  J . S .  F r i t z ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 4  ( 2 0 0 3 )  1 5 3 0 .  
9 3 .  M . J .  S e p a n i a k ,  A . C .  P o w e l l ,  D . F .  S w a i l e ,  R . O .  C o l e ,  i n :  P . D .  G r o s s m a  a n d  
J . C .  C o l b u r n  ( E d s . ) ,  C a p i l l a r y  E l e c t r o p h o r e s i s .  T h e o r y  a n d  P r a c t i c e ,  A c a d e m i c  
P r e s s ,  N e w  Y o r k ,  1 9 9 2 .  
9 4 .  F .  A r c a m o n e ,  D o x o r u b i c i n .  A c a d e m i c  P r e s s ,  N e w  Y o r k ,  1 9 8 1 .  
9 5 .  C .  G a b e l - J e n s e n ,  S . H .  H a n s e n ,  S .  P e d e r s e n - B j e r g a a r d ,  E l e c t r o p h o r e s i s  2 2  
( 2 0 0 1 )  1 3 3 0 .  
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C H A P T E R  6  
C O N C L U S I O N S  A N D  F U T U R E  W O R K  
6 . 1  P R O G R E S S I O N  O F  T H F ,  R E S E A R C H  
T h e  o u t s t a n d i n g  a n a l y t i c a l  s t r e n g t h  o f  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  l i e s  i n  i t s  v a s t  
r e s o l v i n g  p o w e r ,  h i g h  s p e e d  o f  a n a l y s i s ,  h i g h  e f f i c i e n c y  a n d  s u p e r i o r  v e r s a t i l i t y  a l o n g  
w i t h  m i n i m a l  s a m p l e  a n d  r e a g e n t s  c o n s u m p t i o n .  T h i s  m a k e s  i t  h i g h l y  a d v a n t a g e o u s  i n  
t h e  a r e a  o f  p h a r m a c e u t i c a l  a n a l y s i s .  T h e  p o t e n t i a l  o f  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  w a s  
i n v e s t i g a t e d  i n  t h i s  w o r k  i n  a n  a t t e m p t  t o  p r o v i d e  f a s t ,  e f f i c i e n t  a n d  s e l e c t i v e  m e t h o d s  
f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  s e v e r a l  p h a r m a c e u t i c a l s .  
6 . 1 . 1  C E  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  a l k y l x a n t h i n e s  
C a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  a  v e r y  r a p i d  a n d  s i m p l e  m e t h o d  
f o r  t h e  s i m u l t a n e o u s  d e t e r m i n a t i o n  o f  a l k y l x a n t h i n e s .  
A  f u l l  a n a l y s i s  c o u l d  b e  
p e r f o r m e d  i n  j u s t  2  m i n .  T h e  m e t h o d  d i d  n o t  r e q u i r e  r i n s i n g  o f  t h e  c a p i l l a r y  b e t w e e n  
r u n s  a s  o n l y  b o r a t e  b u f f e r  w a s  e m p l o y e d  a s  t h e  b a c k g r o u n d  e l e c t r o l y t e  w i t h o u t  a n y  
a d d i t i v e s .  T h i s  i s  t h e  f a s t e s t  r e p o r t e d  m e t h o d  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  t h i s  g r o u p  o f  
c o m p o u n d s .  T h e  s a m e  m e t h o d  c a n  b e  u s e d  a s  f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  b o t h  s i n g l e  
c o m p o u n d s  a n d  m i x t u r e s .  T h e  m e t h o d  w a s  s u c c e s s f u l l y  e m p l o y e d  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  
c o m m e r c i a l  p h a r m a c e u t i c a l s  a n d  f o o d  s a m p l e s .  T h e  a c h i e v e d  l i m i t s  o f  d e t e c t i o n  w e r e  
s a t i s f a c t o r y  f o r  t h e  a n a l y s e d  s a m p l e  a n d  e x c e l l e n t  r e p e a t a b i l i t y  o f  t h e  m e t h o d  w a s  
r e p o r t e d .  
6 . 1 . 2  A n a l y s i s  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  c o m p l e x e s  o f  s t e r o i d s  a n d  c y c l o d e x t r i n s  
T h e  c a p a b i l i t y  o f  C E  i n  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  p h y s i c o c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  w a s  
i n v e s t i g a t e d .  C y c l o d e x t r i n s  a r e  o f t e n  e m p l o y e d  i n  c h r o m a t o g r a p h i c  a n d  
e l e c e c t r o p h o r e t i c  m e t h o d s  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  s t e r o i d  h o r m o n e s  d u e  t o  t h e i r  h i g h  
s t r u c t u r a l  s i m i l a r i t y .  F u n d a m e n t a l  k n o w l e d g e  o f  e q u i l i b r i u m  a n d  t h e  a s s o c i a t i o n  
c o n s t a n t s  o f  a n a l y s e d  c o m p o u n d s  a n d  l i g a n d  i n  t h e  s y s t e m  i s  a  p o w e r f u l  e l e m e n t  i n  t h e  
u n d e r s t a n d i n g  o f  t h a t  s y s t e m  a n d  i n  d i s c o v e r i n g  w a y s  t o  e v a l u a t e  i t .  F o r  t h e  f i r s t  t i m e  
t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  i n c l u s i o n  c o m p l e x e s  o f  e s t r i o l ,  1 7 P - e s t r a d i o l ,  
e t h y n y l e s t r a d i o l ,  e s t r o n e ,  p r o g e s t e r o n e ,  m e s t r a n o l  a n d  n o r e t h i n d r o n e  a n d  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  
c y c l o d e x t r i n s  w e r e  i n v e s t i g a t e d  b y  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s .  T h e  e s t i m a t i o n  o f  
a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  s t e r o i d  c o m p o u n d s  w i t h  c y c l o d e x t r i n s  w a s  a  s t r a i g h t f o r w a r d  
p r o c e s s  d u e  t o  t h e  h i g h  e f f i c i e n c y  a n d  s i m p l e  p e r f o r m a n c e  o f  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  
i n  a  c o m b i n a t i o n  w i t h  t h r e e  p l o t t i n g  m e t h o d s ,  w h i c h  w e r e  u s e d  t o  e n s u r e  t h e  r e l i a b i l i t y  
o f  t h e  d a t a .  T h e  m o s t  p o w e r f u l  a g e n t  f o r  t h e  i n c l u s i o n  o f  t h e  t a r g e t  a n a l y t e s  w a s  f o u n d  
t o  b e  y - C D  f o l l o w e d  b y  2 H P -  y - C D .  I n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  c a v i t y  o f  P - C D  w a s  r a t h e r  
w e a k ,  w h i l e  2 H P - P - C D  f a i l e d  t o  r e c o g n i s e  a  d i f f e r e n c e  i n  s t r u c t u r e  o f  e s t r i o l ,  e q u i l i n ,  
e t h y n y l e s t r a d i o l ,  1 7 P - e s t r a d i o l  a n d  e s t r o n e .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  
v a l u e s  d e c r e a s e d  w h e n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  m i c e l l e s  i n  t h e  r u n  b u f f e r  w a s  i n c r e a s e d .  
T o  o b t a i n  a  l a r g e  p i c t u r e  o f  t h e  s t e r o i d  i n c l u s i o n  i n  c y c l o d e x t r i n s  a n d  t o  
i n v e s t i g a t e  t h e  m e c h a n i s m  o f  i n c l u s i o n  i n  m o r e  d e t a i l  i t  w o u l d  b e  b e n e f i c i a l  t o  s t u d y  a  
l a r g e  n u m b e r  o f  s t e r o i d s .  T h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  e n a t i o m e r s  o f  s t e r o i d  c o m p o u n d s  w o u l d  
b e  b e n e f i c i a l  a s  m a n y  o f  t h e m  a r e  o p t i c a l l y  a c t i v e .  T h e  e m p l o y m e n t  o f  m o l e c u l a r  
m o d e l l i n g  a n d  n u c l e a r  m a g n e t i c  r e s o n a n c e  t e c h n i q u e  w o u l d  p r o v i d e  c o m p l e m e n t a r y  
d a t a  f o r  t h i s  r e s e a r c h .  
6 . 1 . 3  D e t e r m i n a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  s o d i u m  a n d  r e l a t e d c o m p o u n d s  
C a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  h a s  s h o w n  g o o d  p o t e n t i a l  a n d  m a n y  a d v a n t a g e s  o v e r  t h e  
H P L C  m e t h o d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  m o n t e l u k a s t  s o d i u m .  T h e  f u l l  a n a l y s i s  t i m e  
w a s  l e s s  t h a n  9  m i n ,  w h i c h  i s  s i g n i f i c a n t l y  l e s s  t h a n  t h e  3 5  m i n  a n a l y s i s  t i m e  o f  t h e  
H P L C  m e t h o d .  A  h i g h  e f f i c i e n c y  o f  t h e  m o n t e l u k a s t  s o d i u m  p e a k  o f  o v e r  9 0 0 0 0 0  
t h e o r e t i c a l  p l a t e s  w a s  r e c o r d e d  w i t h  t h e  
a c h i e v e d  m e t h o d .  T h e  c o n v e r s i o n  o f  
m o n t e l u k a s t  t o  i t s  c i s - i s o m e r  w a s  i n v e s t i g a t e d  u s i n g  t h e  d e v e l o p e d  m e t h o d .  I t  w a s  n o t  
p o s s i b l e  t o  q u a n t i f y  t h e  i m p u r i t y  i n  a  f r e s h  s a m p l e  o f  m o n t e l u k a s t  d u e  t o  t h e i r  l o w  
c o n c e n t r a t i o n  p r e s e n t  a n d  t h e  i n s u f f i c i e n t  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  e m p l o y e d  i n s t r u m e n t  ( C E -  
W ) .  T h e  e m p l o y m e n t  o f  m a s s  s p e c t r a l  d e t e c t i o n  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  t h e  d e v e l o p e d  
s e p a r a t i o n  c o u l d  p o t e n t i a l l y  a c h i e v e  t h i s  g o a l  a n d ,  a d d i t i o n a l l y ,  p r o v i d e  i n f o r m a t i o n  
o n  s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  i m p u r i t i e s .  
6 . 1 . 4  C E  f o r  t h e  s i m u l t a n e o u s  d e t e r m i n a t i o n  o f  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  
t a x a n e s  
T h e  a c h i e v e m e n t s  o f  t h i s  r e s e a r c h  o p e n  a n  a v e n u e  f o r  f u t u r e  i m p r o v e m e n t  i n  
t h e  a n a l y s i s  o f  a n t i c a n c e r  d r u g s  u s e d  i n  c o m b i n a t i o n a l  t h e r a p y .  F o r  t h e  f i r s t  t i m e  
s i m u l t a n e o u s  a n a l y s i s  o f  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s  w a s  r e p o r t e d ,  w h i c h  c a n  
s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e  a  s a m p l e  t h r o u g h p u t  o f  a  c l i n i c a l  l a b o r a t o r y .  A n t h r a c y c l i n e s  
a n d  t a x a n e s  w e r e  s e p a r a t e d  b y  C Z E ,  M E K C  a n d  M E E K C  m e c h a n i s m s  o f  c a p i l l a r y  
e l e c t r o p h o r e s i s .  M E E K C  m e t h o d  w a s  s u c c e s s f u l l y  a p p l i e d  t o  t h e s e  c o m p o u n d s  f o r  
t h e  f i r s t  t i m e  a n d  w a s  c h a r a c t e r i s e d  b y  v e r y  s h o r t  s e p a r a t i o n  t i m e ,  h i g h  e f f i c i e n c i e s  o f  
p e a k s  a n d  w a s  p r o v e n  t o  b e  g e n e r i c  f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  d i f f e r e n t  c o m b i n a t i o n s  o f  
a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s .  T h i s  i s  h i g h l y  b e n e f i c i a l  f o r  c l i n i c a l  a n a l y s i s  i n  c a n c e r  
t h e r a p y  w h e n  t h e  c o m b i n a t i o n s  o f  p r e s c r i b e d  d r u g s  c a n  b e  v a r i e d .  M E K C  a n d  h i g h  
s p e e d  M E E K C  m e t h o d s  w e r e  p r o v e n  t o  s h o w  g o o d  p o t e n t i a l  i n  t h e i r  a p p l i c a t i o n  t o  
p l a s m a  s a m p l e s .  F u r t h e r  s t r a t e g y  o n  t h e  p l a s m a  p r e t r e a t m e n t  s t e p  s h o u l d  b e  
i n v e s t i g a t e d .  T h e  e m p l o y m e n t  o f  a n  a l t e r n a t i v e  d e t e c t i o n  t e c h n i q u e ,  s u c h  a s  
f l u o r e s c e n c e  o r  e l e c t r o c h e m i c a l  d e t e c t i o n ,  i s  t h e  n e x t  s t e p  f o r  t h i s  r e s e a r c h  i n  o r d e r  t o  
a c h i e v e  t h e  l i m i t s  o f  d e t e c t i o n ,  w h i c h  a r e  r e q u i r e d  f o r  t h e  m o n i t o r i n g  o f  t h e r a p e u t i c  
l e v e l s  o f  d r u g s  i n  b l o o d .  D e v e l o p m e n t  o f  a  m i c r o c h i p  d e v i c e  f o r  t h e  s i m u l t a n e o u s  
c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e t i c  s e p a r a t i o n  o f  a n t h r a c y c l i n e s  a n d  t a x a n e s  c o u l d  b e n e f i t  e v e n  
f u r t h e r  t h e  n e e d s  o f  h i g h - t h r o u g h p u t  a n a l y s i s  i n  t h e  c l i n i c a l  l a b o r a t o r y  a n d  p o i n t - o f -  
c a r e  t e s t i n g  f r o  i m p r o v e d  p a t i e n t  c a r e .  
6.2 CONCLUSIONS 
In this work the high value of capillary electrophoresis in the determination of 
phmaceuticals was demonstrated using the examples of several investigated 
methods. Taking into account the undoubted potential for high eficiency, selectivity 
and speed, capillary electrophoresis should be given more opportunities in analyses, 
where it can perfom at a high level. 
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F i o n a  R e g a n * ,  Y u l i y a  S h a k a l i s a v a  
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A b s t r a c t  
C a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  ( C E )  o f f e r s  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  f a s t ,  c h e a p  a n d  r e p r o d u c i b l e  s e p a r a t i o n s  f o r  p h a r m a c e u t i c a l  p r e p a r a t i o n s .  A l k y l x -  
a n t h i n e s  m a k e  u p  a  f a m i l y  o f  c o m p o u n d s  t h a t  a r e  u s e d  i n  t h e  t r e a t m e n t  a n d  p r e v e n t i o n  o f  b r o n c h i  a s t h m a  a n d  c h r o n i c  p u l m o n a r y  d i s e a s e .  T h e  
g r o u p  o f  a n a l y s e d  c o m p o u n d s  i n c l u d e  c a f f e i n e ,  d y p h y l l i n e ,  t h e o p h y l l i n e ,  t h e o b r o m i n e  a n d  e n p r o f y l l i n e .  T h i s  p a p e r  s h o w s  a  s i m p l e  c a p i l l a r y  
z o n e  e l e c t r o p h o r e t i c  ( C Z E )  m e t h o d  f o r  s e p a r a t i o n  o f  t h i s  g r o u p  o f  x a n t h i n e s .  U s i n g  2 0  r n M  b o r a t e  b u f f e r  a t  p H  9 . 4  a s  n ~ n n i n g  b u f f e r  a t  5 5  ' C  i t  
w a s  p o s s i b l e  t o  c o m p l e t e  a  t o t a l  s e p a r a t i o n  o f  a  s a m p l e  i n  2  m i n .  L i m i t s  o f  d e t e c t i o n  i n  t h e  r a n g e  1 . 9 - 2 . 5  m g  1 '  w e r e  a c h i e v e d  w i t h  % R . S . D .  
o f  0 . 0 & 0 . 2 2 %  ( n  =  5 ) .  T h e  t e c h n i q u e  i s  a p p l i e d  t o  a  r a n g e  o f  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  t h e  a n a l y t e s ,  i n c l u d i n g  t a b l e t s  a n d  c h o c o l a t e .  R e p r o d u c i b i l i t y  
( % R . S . D . )  o f  t h e  c h o c o l a t e  a n a l y s i s  t e c h n i q u e  b y  C Z E  w a s  l e s s  t h a n  4 . 5 % .  
O  2 0 0 4  E l s e v i e r  B . V .  A l l  r i g h t s  r e s e r v e d .  
K q v l v o r d s :  C a p i l l a r y  z o n e  e l c t r o p h o r c s i s ;  F a s t  s e p a r a t i o n ;  A l k y l x a n t h i n c s ;  C h o c o l a t e  
1 .  I n t r o d u c t i o n  
A  f a m i l y  o f  c o m p o u n d s  a l k y l x a n t h i n e s  ( F i g .  1 )  t h a t  
i n c l u d e s  c a f f e i n e ,  t h e o p h y l l i n e  a n d  t h e o b r o m i n e  i s  v e r y  w e l l  
k n o w n  i n  p h a r m a c e u t i c a l  s c i e n c e  d u e  t o  t h e  f o l l o w i n g  p r o p -  
e r t i e s  [ l ] :  a n t i a s t h m a t i c ,  a n a l g e t i c  a d j u v a n t s ,  a n t i t u s s i v e s ,  
b r o n c h o d i l a t o r s ,  c a r d i a c  s t i m u l a n t s ,  c o g n i t i o n  e n h a n c e r s ,  
d i u r e t i c s ,  l i p o l y t i c  a g e n t s ,  c a n c e r  c h e m o t h e r a p y  a d j u v a n t s ,  
t r e a t m e n t  o f  c e r e b r a l  i s c h e m i a ,  t r e a t m e n t  o f  P a r k i n s o n ' s  
d i s e a s e ,  r e n a l  f a i l u r e .  T h e  f r e q ~ ~ e n c y  o f  h u m a n  c o n s u m p t i o n  
o f  t h i s  t y p e  o f  p h a r m a c o l o g i c a l l y  a c t i v e  c o m p o u n d s  s p e a k s  
f o r  i t s e l f .  X a n t h i n e s  a r e  p r e s e n t  i n  a l l  k i n d s  o f  t e a ,  c o f f e e ,  
c a r b o n a t e d  b e v e r a g e s ,  c h o c o l a t e  a n d  c h o c o l a t e  p r o d u c t s  
a n d  c h e w i n g  g u m  [ 2 ] .  A d d i n g  a l l  t h e s e  f a c t o r s  t o g e t h e r ,  
t h e  n e c e s s i t y  o f  q u a l i t y  c o n t r o l  o f  p h a r m a c e u t i c a l s  a n d  
a l k y l x a n t h i n e s  c o n t e n t s  o f  f o o d  b e c o m e s  v e r y  i m p o r t a n t .  
A  l a r g e  a m o u n t  o f  a r t i c l e s  h a v e  b e e n  p u b l i s h e d  o n  H P L C  
a n a l y s i s  o f  a l k y l x a n t h i n e s  [ 3 - 7 1 .  I n  g e n e r a l ,  c h r o i n a t o g r a p h i c  
*  C o r r e s p o n d i n g  a u t h o r .  T e l . :  + 3 5 3  1  7 0 0 5 7 6 5 ;  f a x :  + 3 5 3  1  7 0 0 5 5 0 3 .  
E - m a i l  a d d r e s s :  f i o n a . r e g a n @ d c u . i e  ( F .  R e g a n ) .  
m e t h o d s  f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  a l k y l x a n t h i n e s  r e q u i r e  a  c l e a n -  
u p  s t e p  p r i o r  t o  t h e  a n a l y s i s  i t s e l f  a n d  a t  l e a s t  2 0  m i n  f o r  t h e  
l a s t  c o m p o u n d  t o  e l u t e .  I t  t a k e s  l e s s ,  o n l y  i f  a  s i n g l e  c o m p o u n d  
i s  a n a l y s e d  [ 6 ] .  U s u a l l y  a  U V  d e t e c t o r  i s  e m p l o y e d  a t  2 1 4 ,  
2 3 0 ,  2 7 0 - 2 7 5  o r  2 8 0 n m  [ l o ]  a n d  t h e  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  i s  
a p p r o x i m a t e l y  5 0  n g  m l - '  .  R e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  f o r  
c a f f e i n e  r a n g e d  b e t w e e n  0 . 8 6  a n d  1 . 9 7 %  ( i n t r a d a y )  a n d  1 . 0 4  
a n d  3 . 9 0 %  ( i n t e r d a y )  [ 4 ] .  
W h i l e  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  
s h o w  s u c c e s s f u l  s e p a r a t i o n  o f  t h i s  g r o u p  o f  c o m p o u n d s  
[ 8 , 9 , 1 1 - 1 7 1 ,  l e n g t h y  c a p i l l a r y  r i n s e  t i m e s  a n d  p r e - r i n s e s  
m a k e  t o t a l  a n a l y s i s  t i m e s  l o n g  ( T a b l e  1 ) .  D u e  t o  t h e  f a c t ,  t h a t  
m o s t  o f  a l k y l x a n t h i n e s  a r e  w e a k  b a s e s  t h e  a l k a l i  p H  ( F i g .  1 )  
o f  s e v e r a l  b u f f e r s  ( s u c h  a s  b o r a t e  [ 9 , 1 8 ] ,  p h o s p h a t e  [ I  1 , 1 4 1 ,  
g l y c i n e  [ 1 3 , 1 9 ]  o r  a  m i x t u r e  o f  t h e m  [ 2 0 ] )  i s  e m p l o y e d  f o r  t h e  
C E  s e p a r a t i o n .  S o m e  s e p a r a t i o n s  u s e  i n i c e l l a r  e l e c t r o k i n e t i c  
c h r o m a t o g r a p h y  ( M E K C )  [ 8 , 9 , 1 2 ]  t h e r e b y  i n c r e a s i n g  t h e  n e -  
c e s s i t y  f o r  l e n g t h y  r i n s e s  b e t w e e n  t h e  s e p a r a t i o n s  a n d  i r r e -  
v e r s i b l e  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  c a p i l l a r y  t a k e s  p l a c e .  M E K C  i s  
o f t e n  n e c e s s a r y  i n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  n e u t r a l  c o m p o u n d s  
i n  t h i s  g r o u p  [ 8 , 9 , 1 9 ] .  
0 0 0 3 - 2 6 7 0 1 s  - s e e  f r o n t  m a t t e r  0  2 0 0 4  E l s e v i e r  B . V .  A l l  r i g h t s  r e s e r v e d .  
d o i : 1 0 . 1 0  1 6 1 j . a c a . 2 0 0 4 . 1 0 . 0 3 3  
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R 1  
T h e o p h y l l i n e  - C H 3  
T h e o b r o r n i n e  - H  
C a f f e i n e  - C H ,  
E n p r o f y l l i n e  - H  
D y p h y l l i n e  - C H 3  
T h e  a i m  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t o  d e v e l o p  a  m e t h o d  o f  r a p i d  
s i m u l t a n e o u s  d e t e r m i n a t i o n  o f  a l k y l x a n t h i n e s  u s i n g  c a p i l l a r y  
z o n e  e l e c t r o p h o r e s i s .  T o  s e l e c t  t h e  o p t i m u m  c o n d i t i o n s  t h e  
f o l l o w i n g  f a c t o r s  w e r e  i n v e s t i g a t e d :  b u f f e r  c o m p o s i t i o n ,  t h e  
e f f e c t s  o f  p H ,  b u f f e r  c o n c e n t r a t i o n ,  v o l t a g e  o f  s e p a r a t i o n ,  h y -  
R 3  R 7  
p K a  
d r o d y n a m i c  a n d  e l e c t r o k i n e t i c  t y p e s  o f  i n j e c t i o n  a n d  t e m p e r -  
- C H 3  - H  
a t u r e  o f  s e p a r a t i o n .  T h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  p r o p o s e d  m e t h o d  
- C H ,  - C H 3  
i n  t h e  q u a l i t y  c o n t r o l  o f  t h e o b r o m i n e  i n  c h o c o l a t e  s a m p l e s  
- C H 3  - C H 3  1 4 . 0  a n d  t h e o p h y l l i n e  i n  c o m m e r c i a l  t a b l e t s  w e r e  s t u d i e d .  
-CH,CH,CH, - H  8 . 4  
F i g :  1 .  C h e m i c a l  s t r u c t u r e s  a n d  p K ,  v a l u e s  o f  s o m e  a l k y l x a n t h i n e s  [ 8 , 9 ] .  
2 .  E x p e r i m e n t a l  
E a c h  o f  t h e  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e s  f o r  t h e  d e t r m i n a t i o n  
o f  a l k y l x a n t h i n e s  h a v e  a d v a n t a g e s  a n d  d i s a d v a n t a g e s .  T h u s ,  
b o t h  c h r o m a t o g r a p h i c  a n d  s p e c t r o s c o p i c  m e t h o d s  r e q u i r e  a  
s a m p l e  p r e t r e a t m e n t  s t e p ,  w h i l e  s o m e  o f  t h e  C E  s a m p l e s  c a n  
b e  i n j e c t e d  d i r e c t l y .  T h e y  c a n  r e a c h  v e r y  l o w  l i m i t s  o f  d e -  
t e c t i o n ;  a n d  t h i s  i s  a d v a n t a g e o u s  w h e n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
t a r g e t  c o m p o u n d s  i s  l o w .  A  d i s a d v a n t a g e  o f  t h e  c h r o m a t o -  
g r a p h i c  t e c h n i q u e  i s  a  l o n g  t i m e  o f  a n a l y s i s ,  u p  t o  2 0  m i n ,  
w h i l e  C E  m e t h o d s  c a n  t a k e  j u s t  a  f e w  m i n u t e s  [ 1 1 , 1 3 ] ,  a n d  
s o m e t i m e s  m e t h o d s  a r e  c o i n p l i c a t e d  w i t h  t h e  n e c e s s i t y  t o  
c h a n g e  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  m o b i l e  p h a s e  [ 5 ] .  C h r o m a t o -  
g r a p h i c  m e t h o d s  r e q u i r e  e x p e n s i v e  e q u i p m e n t  c o m p a r e d  t o  
s o m e  C E  s y s t e m s .  T h e  p r o b l e m  w i t h  s p e c t r o s c o p i c  m e t h o d s  
i s  t h a t  m e t h y l x a n t h i n e s  g i v e  h i g h  s p e c t r a l  o v e r l a p  [ 2 1 ]  w h e n  
d e t e r m i n e d  s i m u l t a n e o u s l y  a n d  t h a t  i s  w h y  t h i s  t e c h n i q u e  
i s  p o o r l y  d e v e l o p e d .  A l l  t h e  m e t h o d s  a r e  c h a r a c t e r i z e d  w i t h  
h i g h  r e p r o d u c i b i l i t y .  
A c c o r d i n g  t o  a l l  t h e  r e a s o n s  n o t e d  a b o v e ,  c a p i l l a r y  e l e c -  
t r o p h o r e s i s  m e t h o d s  h a v e  a  v e r y  h i g h  p o t e n t i a l  i n  t h e  s e p a -  
r a t i o n  o f  a l k y l x a n t h i n e s  a n d ,  i n  t h e  o p i n i o n  o f  t h e  a u t h o r s ,  
t h e r e  i s  m o r e  p o t e n t i a l  f o r  f u r t h e r  i m p r o v e m e n t .  
2 . 1 .  R e a g e n t s  
A l l  a n a l y t e  c o m p o u n d s  i n v e s t i g a t e d  i n  t h e  s e p a r a t i o n s  h a d  
p u r i t y  9 9 %  a n d  w e r e  u s e d  w i t h o u t  f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n .  C a f -  
f e i n e ,  t h e o p h y l l i n e ,  d y p h y l l i n e  ( 7 - [ 2 , 3 - d i h y d r o x y p r o p y l l -  
t h e o p h y l l i n ) ,  e n p r o f y l l i n e  ( 3 - p r o p y l x a n t h i n e ) ,  t h e o b r o m i n e  
( 3 , 7 - d i m e t h y l x a n t h i n e ) ,  s o d i u m  p h o s p h a t e  ( m o n o b a s i c  a n d  
d i b a s i c ) ,  H C l ,  N a O H ,  m e t h a n o l  ( H P L C  g r a d e  w e r e  p u r -  
c h a s e d  f r o m  S i g m a - A l d r i c h ,  D u b l i n ,  I r e l a n d .  B o r i c  a c i d  w a s  
f r o m  R i e d e l - d e  H a e n ,  S e e l z e ,  G e r m a n y .  B u f f e r s  w e r e  p r e -  
p a r e d  u s i n g  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  a d j u s t e d  u s i n g  1  a n d  0 . 1  M  
N a O H  a n d  0 . 1  M  H C L .  
2 . 2 .  E q u i p m e n t  
A l l  s e p a r a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  u s i n g  a n  A g i l e n t  C E  I n -  
s t r u m e n t .  T h e  P D A  d e t e c t o r  r a n g e  w a s  1 9 0 - 6 0 0  n m .  T h e  C E  
i n s t r u m e n t  w a s  o p e r a t e d  u s i n g  A g i l e n t  C h e i n S t a t i o n  s o f t -  
w a r e .  T h e  f u s e d  s i l i c a  c a p i l l a r i e s  ( C o m p o s i t e  M e t a l  S e r v i c e s  
L t d . ,  T h e  C h a s e ,  H a l l o w ,  W o r c s .  W R 2 6 L D )  w e r e  5 6 . 3  c m  
l o n g  ( 4 8 . 3  c m  t o  t h e  d e t e c t o r )  w i t h  a n  i . d .  5 0  k m .  
T a b l e  1  
C o m p a r i s o n  o f  a n a l y s i s  t i m e  o f  d i f f e r e n t  C E  m e t h o d s  f o r  t h e  d c t e n n i n a t i o n  o f  x a n t h i n e s  
A n a l y  t e s  M c t h o d  T i m e  o f  r u n  ( m i n )  
R i n s i n g  b e t w e e n  l u n s  ( m i n )  
T o t a l  t i m e  o f  a n a l y s i s  ( m i n )  
C a f f e i n e ,  t h e o b r o m i n e ,  p a r a x a n -  M E K C  [ l  1 1  2  
N o t  r e p o l t e d  - 1 1 -  
t h i n e ,  t h o p h y l l i n e  
C a f f e i n e ,  t h e o p h y l l i n e ,  M E K C  [ 9 ]  4  8  1 2  
d y p h y l l i n e  
T h e o p h y l l i n e  a n d  i t s  m e t a b o l i t e s  M E K C  [ 1 2 ]  3 0  3 6  3 3 - 3 6  
C a f f e i e n ,  a s p a r t a m e ,  a s p - p h e ,  C Z E  [ 1 3 ]  2  
T w o  v o l u m e s  -  
b e n z o i c  a c i d ,  p h e n y l a l a n i n e  
T h e o p h y l l i n e ,  e p h e d r i n e ,  p h e n o -  C Z E  [ 1 4 ]  9  4  1 3  
b a r b i t a l  
T h e o p h y l l i n e ,  e n p r o f y l l i n e  t h e o -  M E K C  [ 6 ]  8  6  1 4  
b r o m i n e ,  c a f f e i n e ,  t h e o p h y l l i n e -  
7 - a c e t i c  a c i d ,  d y p h y l l i n e ,  p r o x y -  
p h y l l i n c ,  p e n t o x i f y l l i n e  
C a f f e i n e ,  t h c o b r o m i n e ,  M E K C  [ I  5 1  1 0  1 0  2 0  
t h c o p h y l l i n e  
C a f f e i n e ,  t h e o b r o m i n e ,  M E K C  [  1  61 1 3  N o t  R e p o r t e d  -  
t h e o p h y  l l i n e  
C a f f e i n e ,  t h e o b r o m i n e ,  C Z E  [ 1 7 ]  1 6  N o t  r e p o r t e d  
-  
t h e o p h y l l i n e ,  a d e n i n e ,  g u a n i n e ,  
h y p o x a n t h i n e ,  x a n t h i n e ,  u r i c  a c i d  
I ?  R e g a n ,  K  S h a k a l i s a v a  / A n a l y t i c a  (  
2 . 3 .  S t a n d a r d s  
3 h i m i c a  A c t a  5 4 0  ( 2 0 0 5 )  1 0 3 - 1 1 0  
3 .  R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n  
S t o c k  s o l u t i o n s  o f  l O m M  c a f f e i n e ,  t h e o p h y l l i n e ,  d y -  
p h y l l i n e ,  2 m M  s t o c k  o f  t h e o b r o m i n e  a n d  1  m M  s t o c k  o f  
e n p r o f y l l i n e  w e r e  p r e p a r e d  u s i n g  d i s t i l l e d  w a t e r .  S t o c k  s o -  
l u t i o n s  w e r e  s t o r e d  i n  a  r e f r i g e r a t o r .  
2 . 4 .  P r o c e d u r e  
A l l  b u f f e r s  w e r e  f i l t e r e d  t h r o u g h  a  0 . 2  p m  f i l t e r  b e f o r e  
u s e .  X a n t h i n e s  w e r e  d e t e c t e d  a t  2 0 0  n m ,  w h e r e  a l l  e x h i b -  
i t e d  m a x i m u m  a b s o r p t i o n .  S e p a r a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  
3 0  k V  e l e c t r o p h o r e t i c  v o l t a g e  a n d  t e m p e r a t u r e  2 5  " C ,  u n -  
l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d .  C o n d i t i o n i n g  b e t w e e n  r u n s  i n c l u d e d  
a  r i n s e  o f  0 . 1  M  N a O H  f o r  2  m i n ,  w a t e r  f o r  5  m i n ,  r u n -  
n i n g  b u f f e r  f o r  5  m i n ,  u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d .  I t  i s  a d -  
v i s a b l e  t o  r i n s e  t h e  c a p i l l a r y  w i t h  1  M  H C l ,  1  M  N a O H ,  
M e O H ,  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  r u n n i n g  b u f f e r  o n c e  a  d a y  ( b e -  
f o r e  t h e  a n a l y s i s ) .  A l l  s e p a r a t i o n s  w e r e  r e p e a t e d  a t  l e a s t  t h r e e  
t i m e s .  
2 . 5 .  S a m p l e  p r e p a r a t i o n  
2 . 5 . 1 .  C h o c o l a t e  
T h e  s a m p l e  p r e p a r a t i o n  t e c h n i q u e  w a s  t a k e n  d i r e c t l y  f r o m  
[ 2 2 ]  a n d  w a s  n o t  f u r t h e r  o p t i m i z e d  i n  t h i s  w o r k .  
P i e c e s  o f  c h o c o l a t e  w e r e  p l a c e d  i n t o  a  m o r t a r  a n d  p e s -  
t l e .  L i q u i d  n i t r o g e n  w a s  p o u r e d  o v e r  t h e  c h o c o l a t e  t o  f r e e z e  
i t ,  a l l o w i n g  i t  t o  b e  g r o u n d  i n t o  a  f i n e  p o w d e r .  O n e  g r a m  
o f  t h i s  c h o c o l a t e  p o w d e r  w a s  m e a s u r e d  o u t  u s i n g  a n  a n a l y t -  
i c a l  b a l a n c e ,  a n d  5  m l  o f  c h l o r o f o r m  w a s  a d d e d  t o  a  c o n i -  
c a l  f l a s k  a n d  t h e  f l a s k  w a s  c o v e r e d .  T h i s  s a m p l e  w a s  p l a c e d  
i n  a  s o n i c a t o r  f o r  5 0 m i n  u n t i l  t h e  s o l u t i o n  b e c a m e  a  s u s -  
p e n s i o n  o f  v e r y  s m a l l  p a r t i c l e s .  A  s y r i n g e  a n d  a  0 . 2 2  p m  
f i l t e r  w e r e  u s e d  t o  r e m o v e  a n y  l a r g e  o r  p r e c i p i t a t e d  p a r -  
t i c l e s .  A b o u t  2 . 5  m l  o f  t h e  f i l t e r e d  e x t r a c t e d  s o l u t i o n  w a s  
t r a n s f e r r e d  i n t o  a n o t h e r  v i a l .  T h e  c h l o r o f o r m  w a s  e v a p o r a t e d  
b y  p l a c i n g  t h e  v i a l  i n t o  a  w a r m  w a t e r  b a t h  a n d  b l o w i n g  a n  
a i r  s t r e a m  o v e r  i t .  A b o u t  1 0  m l  o f  e t h a n o l  w a s  a d d e d  t o  t h e  
v i a l  f o l l o w i n g  t h e  e v a p o r a t i o n ,  a n d  a  g e n t l e  s w i r l i n g  a c t i o n  
w a s  a p p l i e d  t o  d i s s o l v e  t h e  c r y s t a l s  o f  t h e  c o m p o u n d s  i n  t h e  
e t h a n o l .  T h e  d i s s o l v e d  e t h a n o l  s o l u t i o n  w a s  p l a c e d  i n t o  a n  
H P C E  v i a l  u s i n g  a  m i c r o p i p e t t e ,  w h i l e  t a k i n g  c a r e  t o  a v o i d  
t r a n s f e r r i n g  a n y  o f  t h e  c o c o a  b u t t e r  ( i n s o l u b l e  i n  e t h a n o l )  
i n t o  t h e  v i a l .  T h e  v i a l  w a s  p l a c e d  i n t o  t h e  a u t o  s a m p l e r  f o r  
a n a l y s i s .  
2 . 5 . 2 .  P h a r m a c e z i t i c a l  t a b l e t  
E a c h  o f  1 0  c o m m e r c i a l  t a b l e t s  c o n t a i n i n g  3 0 0  m g  o f  t h e o -  
p h y l l i n e  w a s  w e i g h e d  a n d  g r o u n d  t o  a f i n e  p o w d e r .  O n e  s a m -  
p l e  o f  0 . 0 1  g  o f  e a c h  t a b l e t  p o w d e r  w a s  w e i g h e d  a n d  p l a c e d  
i n  1 0 0  m l  v o l u m e t r i c  f l a s k s ,  f i l l e d  w i t h  w a t e r  a n d  t h e n  s o n -  
i c a t e d  u n t i l  d i s s o l v e d .  T h e  s o l u t i o n s  w e r e  f i l t e r e d  t h r o u g h  a  
0 . 2 2  p m  f i l t e r  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  v i a l s  t h a t  w e r e  p l a c e d  
i n t o  t h e  a u t o s a m p l e r  f o r  C E  a n a l y s i s .  
3 . 1 .  R u n n i n g  b u f f e r  c o n d i t i o n s  
C Z E  t e c h n i q u e  i n v o l v e s  t h e  u s e  o f  a  s i m p l e  e l e c t r o l y t e  
b u f f e r  s y s t e m  f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  c h a r g e d  c o m p o u n d s .  B o -  
r a t e  b u f f e r  h a s  t o  b e  e m p l o y e d  i n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  t h e  m i x t u r e  
o f  c o m p o u n d s  w h e r e  d y p h y l l i n e  i s  p r e s e n t .  D y p h y l l i n e  i s  a  
d e r i v a t i v e  o f  t h e o p h y l l i n e  w i t h  t h e  C H 2 C H O H C H 2 0 H  r a d -  
i c a l  a t  N 7  ( F i g .  1 ) .  I t s  p K ,  i s  1 1 . 6 ,  t h e r e f o r e  i t  i s  a  n e u t r a l  
c o m p o u n d  a n d  i n  C Z E  i t  m i g r a t e s  w i t h  E O F ,  l i k e  c a f f e i n e .  
E v e n  a  h i g h  p H  n e a r  1 2  d o e s  n o t  d e p r o t o n a t e  d y p h y l l i n e  a n d  
i t  c a n n o t  b e  s e p a r a t e d  f r o m  c a f f e i n e  t h i s  w a y .  T h e  s p e c i f i c  r e -  
a c t i o n  o f  b o r a t e  i o n s  w i t h  v i c i n a l  d i o l s  ( s u c h  a s  d y p h y l l i n e )  
i s  k n o w n  [ 2 3 , 2 4 ] .  T h e  c o m p l e x a t i o n  w i t h  b o r a t e  i o n s  i n  t h e  
B G E  g e n e r a t e s  c h a r g e  o n  t h e  d y p h y l l i n e  m o l e c u l e s  a n d  t h a t  i s  
h o w  i t  e m e r g e d  a f t e r  E O F  a l t h o u g h  i t  p o s s e s s e d  n o  i o n i z a b l e  
c h e m i c a l  g r o u p  [ 8 ] .  
T h e  e f f e c t  o f  p H  o f  t h e  r u n n i n g  b u f f e r  w a s  i n v e s t i g a t e d  
f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  c a f f e i n e  a n d  t h e o p h y l l i n e .  B o r a t e  b u f f e r  
w a s  s t u d i e d  i n  i t s  w o r k i n g  r a n g e  b e t w e e n  p H  8  a n d  1 0 .  
E l e c t r o p h e r o g r a m m s  s h o w e d  t h a t  l o n g e r  m i g r a t i o n  t i m e s  
r e s u l t e d  a t  h i g h  p H .  S i m i l a r  e f f e c t  w a s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  
i n c r e a s e  o f  c o n c e n t r a t i o n  ( 1 0 - 1 0 0  m M  b o r a t e )  o f  t h e  b o r a t e  
b u f f e r .  T h i s  i s  r e p o r t e d  d u e  t o  a  d e c r e a s e  i n  t h e  m a g n i t u d e  
o f  t h e  E O F  t h a t  h a s  b e e n  c o r r e l a t e d  t o  a  d e c r e a s e  i n  t h e  z e t a  
p o t e n t i a l  o f  c o l l o i d a l  s i l i c a  [ 2 5 ] .  T h e  o p t i m u m  c o n c e n t r a t i o n  
o f  b o r a t e  b u f f e r  f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  f i v e  c o m p o u n d s  
w a s  2 0 m M  a n d  p H  9 . 1 .  T h i s  w a s  s e l e c t e d  b y  c o m p a r i n g  
a n a l y t e  r e s o l u t i o n  a n d  m i g r a t i o n  t i m e  w i t h  e a c h  b u f f e r  
c o m p o s i t i o n .  
A  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  o r d e r  t o  i n -  
v e s t i g a t e  t h e  i n f l u e n c e  o f  v a r y i n g  t e m p e r a t u r e  o n  t h e  s e p a r a -  
t i o n  o f  a n a l y t e s .  T h e  A g i l e n t  C E  s y s t e m  i s  s u p p l i e d  w i t h  a  
t h e r m o s t a t ,  w h i c h  a l l o w s  t h e  t e m p e r a t u r e  o f  t h e  c a s s e t t e  t o  
b e  m a i n t a i n e d  a t  t h e  4 - 6 0  " C .  T h e  s e p a r a t i o n  o f  t h e  m i x t u r e  
w a s  p e r f o r m e d  a t  2 5 ,  3 5 , 4 5  a n d  5 5  " C .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  a n  
i n c r e a s e  i n  t h e  t e m p e r a t u r e  s t r o n g l y  a f f e c t s  t h e  m i g r a t i o n  p a -  
r a m e t e r s  o f  t h e  s e p a r a t i o n .  T h e  i n c r e a s e  o f  t h e  t e m p e r a t u r e  
o f  t h e  c a s s e t t e  p r o v o k e s  t h e  d e c r e a s e  i n  r e s o l u t i o n  o f  c a f f e i n e  
a n d  d y p h y l l i n e  a c c o m p a n i e d  b y  p e a k  b r o a d e n i n g .  A s  m e n -  
t i o n e d  a b o v e ,  t h e  r e s o l u t i o n  o f  t h e s e  t w o  c o m p o u n d s  i s  b a s e d  
o n  c o m p l e x a t i o n  o f  d y p h y l l i n e  w i t h  b o r a t e  i o n s ;  a s  t h o u g h t ,  
w i t h  t h e  t e m p e r a t u r e  i n c r e a s e  t h i s  c o m p l e x  b e c o m e s  w e a k e r ,  
t h e r e b y  l e a d i n g  t o  p o o r e r  r e s o l u t i o n .  P e a k s  w e r e  f o u n d  t o  
t a i l  d u e  t o  a n  i n c r e a s e  i n  d i f f u s i o n  b e c a u s e  o f  o v e r a l l  e l e -  
v a t e d  c o l u m n  t e m p e r a t u r e s  o r  r a d i a l  g r a d i e n t s  i n  t e m p e r a -  
t u r e .  T h e s e  t e m p e r a t u r e  c h a n g e s  c a u s e  c h a n g e s  i n  t h e  p H ,  
m o b i l i t y ,  d i s t o r t i o n  o f  t h e  f l a t  z o n e  p r o f i l e ,  a n d  c o n v e c t i o n  
[ 2 6 1 .  
T h e  p o s i t i v e  e f f e c t  o f  t h i s  s t u d y  i s  t h a t  t h e  m i g r a t i o n  t i m e  
o f  t h e  a n a l y t e s  d e c r e a s e s  s i g n i f i c a n t l y  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  
s e p a r a t i o n  t e m p e r a t u r e .  F u r t h e r  e x p e r i m e n t s  s h o w e d  t h a t  b y  
i n c r e a s i n g  t h e  p H  o f  2 0  m M  b o r a t e  b u f f e r  t o  9 . 4  ( p r e v i o u s l y  
9 . 1 )  a t  5 5  " C ,  t h e  r e s o l u t i o n  o f  c a f f e i n e  a n d  d y p h y l l i n e  p e a k s  
r e a c h e s  1 . 5 .  
1 0 6  
K  R e g a n .  K  S h a k a l i s a v o  / A n a l y t i c n  C h i m i c a  A c t a  5 4 0  ( 2 0 0 5 )  1 0 3 - 1  1 0  
T a b l e  2  
I n t c g r a t i o n  d a t a  f o r  o p t i m i z i n g  r i n s i n g  c o n d i t i o n s  b e t w e e n  r u n s  ( n  =  5 )  
C o n d i t i o n s a  N 1  N 2  N 3  N 4  N 5  ~ 1 - 2 "  R & 5  
I  4 8 9 0 7  5 3 5 4 7  1 1 3 4 3 2  1 0 6 4 5 2  1  1 7 4 9 4  1 . 6  1 . 7  
2  6 7 4 1 2  
7 0 2 3 8  1 4 7 7 6 8  
1 4 9 2 1 4  1 6 2 1 6 5  1 . 8  2  
3  8 8 3 2 6  7 4 7 9 2  2 3 9 4 3 4  
2 1 0 5 7 9  
2 2 5 4 6 5  2  2 . 3  
4  4 2 5 8 8  
4 7 0 8 7  
1 0 1 7 2 6  8 0 2 7 8  
8 7 7 2 1  1 . 5  1 . 4  
5  3 8 3 4 5  
4 7 8 0 1  1 1 0 2 5 9  
1 0 2 3 6 8  
1 0 3 6 8 3  1 . 5  1 . 7  
N :  e f f i c i e n c y ;  R :  r e s o l u t i o n ;  1 :  c a f f e i n e ;  2 :  d y p h y l l i n e ;  3 :  t h e o b r o m i n e ;  4 :  e n p r o p h y l l i n e ;  5 :  t h e o p h y l l i n e .  
a  C o n d i t i o n :  ( I )  r i n s i n g  b e f o r e  t h e  i n j e c t i o n  w i t h  1 . 5  m i n  0 . 1  M  N a O H ,  t h e n  1 . 5  m i n  w a t e r  f o l l o w i n g  b y  3  m i n  b u f f e r ;  ( 2 )  1 . 5 m i n  0 . 1  M  N a O H +  1 . 5 m i n  
w a t e r + 2  r n i n  b u f f ;  ( 3 )  1 . 5  m i n  0 . 1  M  N a O H  +  1 . 5  m i n  w a t e r +  I  m i n  b u f f ;  ( 4 )  1  m i n  0 . 1  M  N a O H +  I  m i n  w a t e r  +  3  m i n  b u f f ;  ( 5 )  n o  r i n s e ,  j u s t  i n j e c t i o n .  
b  ~ 2 - 3  >  5  a n d  R 3 4  >  1 7  i n  a l l  c a s e s  
3 . 2 .  I n j e c t i o n  t y p e  
C E  r e q u i r e s  o n l y  m i n u t e  v o l u m e s  o f  s a m p l e  t o  b e  l o a d e d  
i n t o  t h e  c a p i l l a r y  t o  m a i n t a i n  h i g h  e f f i c i e n c y  [ 2 7 ] .  T y p i -  
c a l l y  t h e  p l u g  l e n g t h  o f  t h e  s a m p l e  s h o u l d  b e  1 - 2 %  o f  
t h e  w h o l e  c a p i l l a r y  l e n g t h .  H y d r o d y n a m i c  a n d  e l e c t r o k i -  
n e t i c  i n j e c t i o n s  w e r e  i n v e s t i g a t e d .  A  h y d r o d y n a m i c  i n j e c -  
t i o n  p r e s s u r e  o f  5 0  M b a r  w a s  a p p l i e d  i n  t h e  e x p e r i m e n t  f o r  
1 - 6  a n d  1 0 s .  A  p a r a l l e l  s t u d y  o f  e l e c t r o k i n e t i c  i n j e c t i o n  
w a s  c u r r i e d  o u t .  T h e  i n j e c t i o n s  o f  3 ,  5 ,  8 ,  1 0 ,  1 5  k V  w e r e  
a p p l i e d  f o r  5  s .  T a k i n g  i n t o  a c c o u n t  t h e  r e s o l u t i o n  o f  c a f -  
f e i n e  a n d  d y p h y l l i n e  ( r e s o l u t i o n  o f  d y p h y l l i n e  a n d  t h e o -  
p h y l l i n e  p e a k s  i s  m o r e  t h a n  1 0 )  a n d  t h e  e f f i c i e n c y  o f  a l l  
p e a k s ,  t h e  o p t i m u m  p a r a m e t e r s  o f  h y d r o d y n a m i c  i n j e c t i o n  
a r e  1  s  a t  5 0  M b a r  a n d  a n  e l e c t r o k i n e t i c  i n j e c t i o n  o f  3  k V  f o r  
5  s .  I n  t h i s  c a s e  h y d r o d y n a m i c  i n j e c t i o n  i s  s o m e w h a t  m o r e  
p r e f e r a b l e .  
3 . 3 .  R i n s i n g  b e t w e e n  r u n s  
M a n y  s t u d i e s  s h o w  l e n g t h y  r i n s e  s t e p s  i n  C Z E  ( T a b l e  1 ) .  
T h e s e  a d d  t o  t h e  o v e r a l l  a n a l y s i s  t i m e  a n d  a r e  o f t e n  n o t  r e -  
p o r t e d ,  t h e r e b y  p r o v i d i n g  a n  a m b i g u o u s  o r  f a l s e  i m p r e s s i o n  
o f  t h e  a c t u a l  a n a l y s i s  t i m e s .  A  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  w e r e  
d o n e  t o  s t u d y  t h e  i n f l u e n c e  o f  c a p i l l a r y  r i n s e  b e t w e e n  r u n s  
o n  t h e  p a r a m e t e r s  o f  s e p a r a t i o n .  A s  s t a t e d  i n  S e c t i o n  2 . 4 ,  a l l  
e x p e r i m e n t s  w e r e  i n i t i a l l y  a c c o m p l i s h e d  w i t h  2 m i n  0 . 1  M  
N a O H ,  5  m i n  w a t e r ,  a n d  5  m i n  b u f f e r  r i n s e  b e f o r e  t h e  i n j e c -  
t i o n .  R i n s i n g  t i m e  w a s  r e d u c e d  w i t h  a l l  p o s s i b l e  c o m b i n a -  
t i o n s  o f  r i n s e s  a n d  f i n a l l y  i t  w a s  f o u n d  t h a t  r i n s i n g  c o u l d  
b e  e x c l u d e d  a l t o g e t h e r .  F i n a l  r e s o l u t i o n  o f  a l l  p e a k s  w a s  a t  
l e a s t  1 . 5  a n d  e f f i c i e n c y  w a s  n o t  a f f e c t e d  s i g n i f i c a n t l y .  S o m e  
o f  t h e  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  2  i n c l u d i n g  a l l  f i v e  t a r -  
g e t  a n a l y t e s .  F u r t h e r  e x p e r i m e n t s  w e r e  a c c o m p l i s h e d  w i t h -  
o u t  r i n s i n g  b e t w e e n  r u n s .  I t  a l l o w e d  a  s i n g l e  a n a l y s i s  t o  b e  
p e r f o r m e d  i n  l e s s  t h a n  2  m i n .  T h i s  i s  t h e  s h o r t e s t  r e p o r t e d  
t i m e  f o r  s e p a r a t i o n  o f  c a f f e i n e ,  t h e o p h y l l i n e ,  d y p h y l l i n e ,  
e n p r o p h y l l i n e  a n d  t h e o b r o m i n e  b y  C Z E  t o  t h e  a u t h o r ' s  
k n o w l e d g e .  
3 . 4 .  O p t i m i s e d  s y s t e m  
F i g .  2  
s h o w s  t h e  o p t i m i s e d  s e p a r a t i o n  o f  c a f f e i n e ,  
t h e o p h y l l i n e ,  d y p h y l l i n e ,  t h e o b r o m i n e  a n d  e n p r o f y l l i n e .  
T h e  c a l i b r a t i o n  g r a p h s  w e r e  e s t a b l i s h e d  w i t h  t h e  p e a k -  
a r e a  a s  o r d i n a t e  v e r s u s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  i n  m g l - '  
a s  a x i s .  F r o m  t h e  s l o p e s  o f  t h e  c u r v e s  t h e  m e t h o d  
s h o w s  g r e a t e r  s e n s i t i v i t y  t o w a r d  t h e o p h y l l i n e  d e t e r m i n a -  
t i o n  a n d  l e a s t  f o r  e n p r o f y l l i n e .  T h e  l i n e a r  r e g r e s s i o n  
e q u a t i o n s  w e r e  o b t a i n e d  a s  f o l l o w s :  f o r  c a f f e i n e  a s s a y :  
y  =  1 7 . 1 8 ~  - 0 . 7 5 4 6 ,  n  =  5 ,  R ~  =  0 . 9 9 7 7 ;  f o r  t h e o p h y l l i n e  a s -  
s a y :  y  = 2 3 . 8 7 5 x  -  1 . 0 8 0 7 ,  n = 5 ,  R 2  = 0 . 9 9 9 7 ;  f o r  d y p h y l l i n e  
a s s a y ;  y  =  1 6 . 9 2 7 ~  - 1 . 6 3 3 4 ,  n =  5 ,  R 2  = 0 . 9 9 7 5 ;  f o r  t h e o -  
b r o m i n e  a s s a y :  y  = 2 0 . 4 0 2 x +  0 . 0 0 0 1 ,  n =  5 ,  R 2  =  0 . 9 9 9 1 ;  f o r  
e n p r o p h y l l i n e :  y  = 2 0 . 0 9 1 x +  0 . 0 2 1 6 ,  n =  5 ,  R 2  =  0 . 9 9 9 5 .  T h e  
d a t a  i n d i c a t e s  g o o d  l i n e a r i t y  o f  t h e  m e t h o d  o v e r  t h e  s t u d -  
i e d  r a n g e  o f  1 . 9 - 1 9 0 0  m g  1 - '  f o r  c a f f e i n e  a n d  t h e o p h y l l i n e ,  
1 . 8 - 1 8 0 0  m g  I - '  f o r  d y p h y l l i n e ,  2 . 5 - 2 5 0  m g  1 -  f o r  t h e o -  
b r o m i n e  a n d  1 . 8 - 1 8 0  i n g  I - '  f o r  e n p r o f y l l i n e .  T a b l e  3  r e p -  
r e s e n t s  d a t a  o n  r e p e a t a b i l i t y  o f  t h e  m e t h o d .  H e r e  t h r e e  
c o n c e n t r a t i o n s  a r e  s h o w n  ( e a c h  m e a s u r e d  i n  t r i p l i c a t e )  
a n d  % R . S . D .  f o r  a l l  m e a s u r e m e n t s  a r e  b e l o w  5 % .  R e -  
s u l t s  s h o w  t h a t  i n  g e n e r a l  a t  h i g h e r  a n a l y t e  c o n c e n t r a -  
t i o n s  i n  e a c h  c a s e  % R . S . D .  v a l u e s  i m p r o v e  w i t h  t h e  
e x c e p t i o n  o f  e n p r o f y l l i n e .  R e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  o f  
t h e  m i g r a t i o n  t i m e  a n d  p e a k  a r e a  o f  a n a l y t e s  a n d  L O D s  
a r e  s h o w n  i n  T a b l e  4 .  H e r e  i t  c a n  b e  n o t e d  t h a t  a c c e p t a b l e  
% R . S . D .  w e r e  a c h i e v e d .  L i m i t s  o f  d e t e c t i o n  f o r  t h e  s t u d y  
v a r i e d  b e t w e e n  1 . 8  a n d  2 . 5  r n g l p ' .  T h i s  r a n g e  i s  i d e a l l y  
m i g r a t i o n  t i m e ,  m i n  
F i g ,  2 .  S e p a r a t i o n  o f  m i x t u r e  o f  f i v e  c o m p o u n d s .  P e a k  i d e n t i f i -  
c a t i o n :  1  = c a f f e i n e ;  2  =  d y p h y l l i n e ;  3  = t h e o b r o m i n e ;  4 =  e n p r o p h y l l i n e ;  
5  =  t h e o p h y l l i n e .  C o n c e n t r a t i o n  o f  e a c h  c o 1 n p o u n d = 0 . 0 5  m M .  S e p a r a t i o n  
c o n d i t i o n s :  2 0  m M  b o r a t c ,  p H  9 . 4 . 3 0  k V ,  5 5  ' C ,  c a p i l l a r y  5 6 . 3  c m  ( 4 8 . 3  c m  
t o  t h e  d e t c c t i o n  w i n d o w ) ,  5 0  F r n  i . d . ,  d e t e c t i o n  a t  X  =  2 0 0  n m .  I n j e c t i o n  c o n -  
d i t i o n s :  5 0  M b a r  f o r  I  s .  
I? R e g a n ,  1  S h a k a l i s a v a  /  A n a b t i c a  C h i m i c a  A c t a  5 4 0  ( 2 0 0 5 )  1 0 3 - 1  1 0  
1 0 7  
T a b l e  3  
D a t a  o n  r e p e a t a b i l i t y  o f  t h e  m e t h o d  
-  -  
C o n c e n t r a t i o n  k n o w n  ( m M )  C o n c e n t r a t i o n  f o u n d  ( m M )  R . S . D .  ( % )  9 5 %  c o n f i d e n c e  i n t e r v a l  
C a f f e i n e  ( n  =  3 )  
0 . 5  
1  
5  
T h e o p h y l l i n e  ( n =  3 )  
0 . 5  0 . 5 2 0 1 t 0 . 0 1 6  
1  1 . 0 4 5 f 0 . 0 1 7  
5  5 . 0 9 0  f  0 . 0 5 6  
D y p h y l l i n e  ( n = 3 )  
0 . 5  
1  
5  
T h e o b r o m i n e  ( n  =  3 )  
0 . 1  
0 . 5  
I  
E n p r o f y l l i n e  ( n  =  3 )  
0 . 1  0 . 1 0 7  f  0 . 0 0 7  
0 . 5  0 . 5 0 9  f  0 . 0 0 6  
0 . 8  0 . 7 9 3  f  0 . 0 1 7  
-  
s u i t e d  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  s a m p l e s  u n d e r  i n v e s t i -  
g a t i o n ,  a s  d i s c u s s e d  l a t e r .  L O D  v a l u e s  a r e  s e l e c t e d  o n  
t h e  b a s i s  o f  a  s i g n a l  t h a t  i s  t h r e e  t i m e s  b a s e l i n e  n o i s e  
m e a s u r e m e n t .  
3 . 5 .  A p p l i c a t i o n  
3 . 5 . 1 .  C h o c o l a t e  
M e t h y l x a n t h i n e  h a s  p r e v i o u s l y  b e e n  d e t e r m i n e d  i n  d i f f e r -  
e n t  t y p e s  o f  f o o d  a n d  b e v e r a g e s .  T h e  m a j o r i t y  o f  r e s e a r c h  h a s  
f o c u s e d  o n  t h e  a n a l y s i s  o f  m e t h y l x a n t h i n e s  i n  c o f f e e ,  t e a  a n d  
c o l a  b e v e r a g e s  [ 2 8 ] .  L e s s  d a t a  e x i s t  o n  m e t h y l x a n t h i n e  c o n -  
t e n t  o f  c h o c o l a t e  p r o d u c t s .  T o  t h e  a u t h o r s  k n o w l e d g e  t h e r e  
i s  n o  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  C E  m e t h o d  b e i n g  e m p l o y e d  i n  
t h e  a n a l y s i s  o f  m e t h y l x a n t h i n e s  i n  c h o c o l a t e .  A n d  t h u s  t h i s  
w o r k  i s  t h e  f i r s t  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e o b r o m i n e  i n  c h o c o l a t e  
b y  C Z E .  
E i g h t  d i f f e r e n t  c h o c o l a t e s  f r o m  t h r e e  b r a n d s  a n d  o n e  
t y p e  o f  c o c o a  p o w d e r  w e r e  a n a l y s e d  ( T a b l e  5 ) .  A s  e x -  
p e c t e d ,  t h e o b r o m i n e  w a s  d e t e r m i n e d  i n  a l l  s a m p l e s  o f  m i l k ,  
d a r k  c h o c o l a t e  a n d  c o c o a  p o w d e r ,  b u t  n o t  i n  t h e  s a m -  
p l e s  o f  w h i t e  c h o c o l a t e .  F i g .  3  s h o w s  e l e c t r o p h e r o g r a m m s  
T a b l e  4  
R e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  o f  t h e  m i g r a t i o n  t i m e  a n d  p e a k  a r e a  o f  a n a l y t e s ,  
L O D  ( n = 5 )  
h a l y t c  M i g r a t i o n  % R . S . D .  P e a k  % R . S . D .  L O D  
t i m e  ( m i n )  a r e a  ( m g  I - '  )  
C a f f e i n e  
1 . 2 8  0 . 1 0  
3 . 4  1 . 6 7  1 . 9  
D y p h y l l i n e  1 . 3 2  0 . 0 6  3 . 5  1 . 4 2  1 . 8  
T h e o b r o m i n e  1 . 4 2  
0 . 1 4  4 . 7  1 . 2 4  2 . 5  
E n p r o f y l l i n e  1 . 8  1  
0 . 2 2  1 . 0  3 . 5 4  1 . 8  
T h e o p h y l l i n e  
1 . 8 5  0 . 1  1  
4 . 9  2 . 0 6  1 . 9  
o f  t h e  w h i t e  c h o c o l a t e  " M i l k y b a r " ,  m i l k  c h o c o l a t e  " B u b -  
b l y "  a n d  d a r k  c h o c o l a t e  " B o u r n v i l l e " .  I t  i s  i m m e d i a t e l y  o b -  
v i o u s  f r o m  t h e  e l e c t r o p h e r o g r a r n m  t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  t h e o b r o m i n e  i n  d a r k  c h o c o l a t e  i s  h i g h e r  t h a n  i n  m i l k  
c h o c o l a t e .  
T h e  t i m e  o f  a  s i n g l e  a n a l y s i s  i s  l e s s  t h a n  2 m i n .  T h e  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e o b r o m i n e  i n  a l l  t h e  s a m p l e s  a r e  r e p -  
r e s e n t e d  
i n  t h e  b a r  c h a r t  s h o w n  i n  F i g .  4  a n d  c o m -  
p a r e d  t o  t h e  a m o u n t  o f  c o c o a  s o l i d s  i n  t h e  c h o c o l a t e  
b a r s .  
T h e  h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e o b r o m i n e  i n  c o c o a  p o w -  
d e r  c o r r e s p o n d s  t o  1 0 0 %  o f  c o c o a  s o l i d s  i n  i t .  T h e n  
1 . 4 6  m g  g - '  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e o b r o m i n e  i n  d a r k  c h o c o -  
l a t e  " B o u r n v i l l e "  l i e s  v e r y  c l o s e  t o  3 9 %  o f  c o c o a  s o l i d s .  
A l l  s a m p l e s  o f  m i l k  c h o c o l a t e  w i t h  2 0 - 2 5 %  o f  c o c o a  s o l i d s  
h a v e  s o m e  v a r i a t i o n s  i n  t h e  t h e o b r o m i n e  c o n c e n t r a t i o n .  N e s -  
t l e  c h o c o l a t e  " A e r o  A l l  B u b b l e H ( m i n t )  c o n t a i n s  n o t i c e a b l y  
l e s s  t h e o b r o m i n e .  T h i s  i s  d u e  t o  t h e  n a t u r e  o f  t h i s  c h o c o l a t e ,  
w h i c h  c o n s i s t s  o f  m i n t  p a r t  a n d  m i l k  c h o c o l a t e  o u t e r  c o a t i n g .  
T h e r e  i s  n o  d a t a  o n  c o c o a  s o l i d s  c o n t a i n e d  o n  t h e  p r o d u c t ,  
T a b l e  5  
S a m p l e s  o f  c h o c o l a t e  a n a l y s c d  
N a m e  o f  c h o c o l a t e  
T y p e  o f  c h o c o l a t e  
-  
C a d b u r y  " B u b b l y "  M i l k  
C a d b u r y  " B o u m v i l l e "  D a r k  
N c s t l e  " M i l k y b a r "  W h i t e  
N e s t l e  " A e r o  A l l  B u b b l e "  M i l k  
N e s t l e  " A e r o  A l l  B u b b l e "  
M i l k  a n d  m i n t  
C a d b u r y  " B u t t o n s "  M i l k  
C a d b u r y  " B u t t o n s "  W h i t e  
T e n y ' s  " O r a n g e "  M i l k  
C a d b u r y  " C o c o a "  C o c o a  p o w d e r  
I ?  R e g a n ,  K  S h a k a l i s n v a  / A n n l y r i c a  C h i m i c n  A c t a  5 4 0  ( 2 0 0 5 )  1 0 3 - 1 1 0  
F i g .  3 .  E l e c h o p h e r o f r a m m s  o f t h e o b r o m i n e  d e t e r m i n a t i o n  i n  c h o c o l a t e  s a m p l e s .  P e a k  i d e n t i f i c a t i o n :  I  = c a f f e i n e / E O F ;  2  = e t h a n o l ;  3  =  t h e o b r o m i n e .  S e p a r a t i o n  
c o n d i t i o n s  a n d  i n j e c t i o n  c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g .  2 .  
m  A U  
8  
6  
4  
2  
0  
- 2  -  
- 4  -  
- 6  
b u t  i t  i s  o b v i o u s  t h a t  i t  i s  o n l y  t h e  c h o c o l a t e  p a r t  t h a t  c o n t a i n s  
i t .  
T a b l e  6  r e p r e s e n t s  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  o f  t h e  d a t a  o b t a i n e d .  
R e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  f o r  p e a k  a r e a  i s  l e s s  t h a n  5 % ,  
w h i l e  t h e  % R . S . D .  o f  t h e  e x t r a c t i o n  i s  o v e r  5 % ,  a n d  e s p e -  
c i a l l y  h i g h  i n  t h e  c a s e  o f  N e s t l e  " A e r o  A l l  B u b b l e "  ( m i n t )  
( % R . S . D .  1 5 . 0 2 ) .  T h e  r e a s o n  f o r  t h i s  i s  t h e  h e t e r o g e n e o u s  
n a t u r e  o f  t h e  s a m p l e .  A s  p r e v i o u s l y  s t a t e d ,  t h e  e x t r a c t i o n  
m e t h o d  w a s  n o t  o p t i m i s e d  s i n c e  i t  i s  n o t  t h e  o b j e c t i v e  o f  t h i s  
w o r k .  
M ~ l k y b a r  
-w- 
.  . . . , . . .  ,  1 - " 1  " "  ' . '  
0  t h e o b r o m l n e  c o n c e n t r a t i o n ,  mglg 
I  c o c o a  s o l ~ d s  m ~ n l m u m ~ ,  %  
F i g .  4 .  C o n c e n t r a t i o n  o f  t h e o b r o m i n e  a n d  c o c o a  s o l i d s  i n  a n a l y s e d  s a m p l c s :  
( a )  i n f o r m a t i o n  t a k e n  f r o m  t h e  w r a p p i n g ;  ( b )  n o  d a t a .  
r n  A U  
3 . 5 . 2 .  P h a r m a c e u ~ i c a l  t a b l e t s  
A  t a b l e t  s a m p l e  c o n t a i n i n g  3 0 0  m g  t h e o p h y l l i n e  w a s  a n a l -  
y s e d  u s i n g  t h e  o p t i m i z e d  m e t h o d .  A n  e l e c t r o p h e r o g r a r n m  o f  
t h e  c o m m e r c i a l  s a m p l e  i s  s h o w n  i n  F i g .  5 .  A  s i n g l e  a n a l y s i s  
i s  c o m p l e t e d  i n  l e s s  t h a n  2  m i n .  T h e o p h y l l i n e  i s  t h e  o n l y  p e a k  
i n  t h i s  s e p a r a t i o n .  A n a l y t i c a l  r e s u l t s  f o r  c o n t e n t  u n i f o r m i t y  
o f  t h e o p h y l l i n e  t a b l e t  o b t a i n e d  f r o m  a  c o m m e r c i a l  s o u r c e  a r e  
s h o w n  i n  T a b l e  7 .  T h e  a n a l y t i c a l  v a l u e s  ( %  c l a i m e d  c o n t e n t )  
o b t a i n e d  w e r e  f o u n d  t o  b e  b e t w e e n  9 5 . 0  a n d  1 0 5 . 0 % ,  w h i c h  
f a l l s  w i t h i n  t h e  r a n g e  o f  9 4 . 0 - 1 0 6 . 0 % ,  r e q u i r e d  b y  t h e  U S P  
2 5  f o r  t h e o p h y l l i n e  [ 2 9 ] .  
0  2 5  0  5  0 . 7 5  1  1 . h  ,  [ : - , :  2  
T a b l e  6  
R e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  o f  C E  a n a l y s i s  a n d  e x t r a c t i o n  ( n = 3 )  
S a m p l e  R u n  #  A r e a  E x t r a c t i o n  
( % R . S . D . )  I % R . S . D . I  
N e s t l e  " A e r o  A l l  B u b b l e "  1  2 . 9 4  5 . 8 1  
2  2 . 8 6  
3  0  
A  
N e s t l e  " A e r o  A l l  B u b b l e "  m i n t  1  4 . 3 5  1 5 . 0 2  
2  0  
3  3 . 4 6  
6 -  
4  -  
2 -  
- 2  -  
- 4  -  
m A U  
1 2  -  
B u b b l y  
0 - 7 - -  
8  -  
b  
I  
4  -  1  
2  
I " " ' #  > ' "  # . - " T ' - " l "  
0  2 5  0  5  0 . 7 5  1  1  2 5  1 5  1  7 5  2  
3  
B o u r n v ~ l l e  
E  
0  
- 4  -  
- -  L-- 
0  2 5  0 . 5  0  7 5  4  1 . 2 5  1 ' 5  1  7 5  2  
m l g r a t ~ o n  t ~ m e ,  m l n  
E  R e g a n ,  Z  S h o k a l i s a v a  /  A n a l y t i c a  C h i m i c a  A c t a  5 4 0  ( 2 0 0 5 )  1 0 3 - 1 1 0  
0 . 2 5  0 . 5  0 . 7 5  1  1 . 2 5  1.5 1 . 7 5  2  
m i g r a t i o n  t i m e ,  m i n  
F i g .  5 .  E l e c t r o p h e r o g r a m m  o f  c o m m e r c i a l  s a m p l e .  P e a k  i d e n t i f i c a t i o n :  1  =  t h e o p h y l l i n e .  S e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  a n d  i n j e c t i o n  c o n d i t i o n s  a s  i n  F i g .  2 .  
T a b l e  7  
A n a l y t i c a l  r e s u l t s  f o r  c o n t e n t  u n i f o r m i t y  o f  t h e o p h y l l i n e  t a b l e t  o b t a i n e d  f r o m  
a  c o m m e r c i a l  s o u r c c  
T a b l e t "  A m o u n t  f o u n d " m g )  C l a i m e d  c o n t e n t  ( % )  
I  2 9 2 . 6  f  5 . 2  9 8  
2  3 0 4 . 3  k  1 4 . 9  1 0 1  
3  2 9 1 . 9  f  6 . 3  9 7  
4  3 0 3 . 9  f  2 0 . 6  1 0 1  
5  2 9 7 . 0 f  1 1 . 0  9 9  
6  3 1 5 . 4 f  1 3 . 0  1 0 5  
7  2 9 2 . 6  f  2 . 6  9 8  
8  2 8 9 . 3  f  5 . 4  9 6  
9  2 9 3 . 3  f  9 . 7  9 8  
1 0  2 8 3 . 6  f  9 . 6  9 5  
M e a n  ( % )  9 9  
S . D .  2 . 9  
-  
a  L a b e l e d  a m o u n t  o r  t h e o p h y l l i n c  i n  e a c h  t a b l e t  i s  3 0 0 m g .  
M e a n f  S . D .  ( n = 3 ) .  
4 .  C o n c l u s i o n s  
T h e  C Z E  m e t h o d  w a s  d e v e l o p e d  f o r  d e t e l m i n a t i o n  o f  
c a f f e i n e ,  t h e o p h y l l i n e ,  d y p h y l l i n e ,  t h e o b r o m i n e  a n d  e n p r o -  
f y l l i n e .  T h e  m a i n  a d v a n t a g e  o f  t h i s  m e t h o d  i s  a  v e r y  s h o r t  
( l e s s  t h a n  2  m i n )  f u l l  t i m e  o f  a  s i n g l e  a n a l y s i s .  I t  i s  t h e  s h o r t -  
e s t  r e p o r t e d  t i m e  o f  a n a l y s i s  o f  a b o v e  m e n t i o n e d  c o m p o n e n t s  
b y  C Z E  t o  t h e  a u t h o r ' s  k n o w l e d g e .  T h e  p e c u l i a r i t i e s  o f  t h e  
m e t h o d  a r e  a s  f o l l o w s :  c a f f e i n e  c a n n o t  b e  d e t e r m i n e d  i f  o t h e r  
n e u t r a l  c o m p o n e n t s  a r e  p r e s e n t  t h a t  m i g r a t e  w i t h  E O F  ( t h e n  
M E K C  m u s t  b e  e m p l o y e d ) .  I f  d y p h y l l i n e  i s  a n a l y s e d ,  s a m -  
p l e s  m u s t  b e  d i s s o l v e d  i n  t h e  b o r a t e  b u f f e r  w i t h  c o n c e n t r a t i o n  
a n d  p H  c l o s e  t o  t h e  r u n  b u f f e r  ( 2 0  m M  b o r a t e  p H  9 . 4 ) .  
T h i s  m e t h o d  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  a  g o o d  a l t e r n a t i v e  t e c h -  
n i q u e  t o  H P L C  a n d  w i l l  b e  u s e h l  f o r  q u a l i t y  c o n t r o l  i n  p h a r -  
m a c e u t i c a l  a n d  f o o d  i n d u s t r i e s .  
A c k n o w l e d g e m e n t s  
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[ 7 ]  H .  S c h n i e d e r ,  L .  M a ,  H .  G l a t t ,  J .  C h r o m a t o g r .  B  A n a l y t .  T e c h n o l .  
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Y u l i y a  S h a k a l i s a v a  
F i o n a  R e g a n  
E l e c t r o p h o r e s i s  2 0 0 6 , 2 7 ,  3 0 4 8 - 3 0 5 6  
R e s e a r c h  A r t i c l e  
S c h o o l  o f  C h e m i c a l  S c i e n c e ,  
D u b l i n  C i t y  U n i v e r s i t y ,  
D u b l i n ,  I r e l a n d  
R e c e i v e d  N o v e m b e r  1 7 , 2 0 0 5  
R e v i s e d  J a n u a r y  1 9 , 2 0 0 6  
A c c e p t e d  J a n u a r y  2 6 , 2 0 0 6  
D e t e r m i n a t i o n  o f  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  
i n c l u s i o n  c o m p l e x e s  o f  s t e r o i d  h o r m o n e s  
a n d  c y c l o d e x t r i n s  f r o m  t h e i r  e l e c t r o p h o r e t i c  
m o b i l i t y  
C E  e s t i m a t i o n  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  s e v e r a l  s t e r o i d  h o r m o n e s  w i t h  P - C D  a n d  
y - C D  a n d  t h e i r  h y d r o x y p r o p y l  d e r i v a t i v e  i s  p r e s e n t e d .  E s t r i o l ,  1 7 P - e s t r a d i o l ,  e t h y n y l -  
e s t r a d i o l ,  e s t r o n e ,  p r o g e s t e r o n e ,  m e s t r a n o l  a n d  n o r e t h i n d r o n e  a r e  a m o n g  t h e  t a r g e t  
a n a l y t e s .  T h e  c a l c u l a t i o n  o f  t h e  c y c l o d e x t r i n : a n a l y t e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  w e r e  p e r -  
f o r m e d  f r o m  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  v a l u e s  o f  s t e r o i d s  a t  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n  o f  
C D s  i n  t h e  r u n  b u f f e r .  T h e  r e l i a b i l i t y  o f  t h e  f i n a l  d a t a  w a s  e n s u r e d  b y  e m p l o y i n g  t h r e e  
d i f f e r e n t  l i n e a r i s a t i o n  p l o t s  ( d o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t ,  Y - r e c i p r o c a l  f i t  a n d  X - r e c i p r o c a l  f i t ) .  
T h e  h i g h e s t  i n c l u s i o n  a f f i n i t y  o f  t a r g e t  a n a l y t e s  w a s  o b s e r v e d  t o w a r d s  y - C D  a n d  i t s  
h y d r o x y p r o p y l  d e r i v a t i v e ,  w h i c h  i s  d e m o n s t r a t e d  b y  h i g h  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  v a l u e s  
a n d  c o r r e s p o n d i n g  g o o d  l i n e a r i t y  o f  t h e  p l o t s .  T h e  a f f i n i t y  o f  s t e r o i d s  t o w a r d s  a  p a r -  
t i c u l a r  C D  t y p e  b a s e d  o n  p h y s i c a l  a n d  s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r i s t i c s  i s  e x p l o r e d .  
K e y w o r d s :  A s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  /  C y c l o d e x t r i n s  /  S t e r o i d  h o r m o n e s  
D O 1  1 0 . 1 0 0 2 / e l p s . 2 0 0 5 0 0 8 4 2  
1  I n t r o d u c t i o n  
T h e r e  i s  c o n s i d e r a b l e  a n a l y t i c a l  i n t e r e s t  i n  t h e  d e t e r m i n a -  
t i o n  o f  s t e r o i d s .  T h i s  i n t e r e s t  i s  d u e  t o  t h e i r  p h y s i o l o g i c a l  
f u n c t i o n s  i n  t h e  b o d y  a n d  t h e  p o t e n t i a l  d a n g e r  i n  d i s r u p -  
t i o n  o f  t h e  e n d o c r i n e  s y s t e m .  S t r u c t u r e s  o f  t h e  t a r g e t  
s t e r o i d  a n a l y t e s  a r e  s h o w n  i n  F i g .  1 .  A  n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  
t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  p r e v i o u s l y  e m p l o y e d  i n  t h e  
s e p a r a t i o n  o f  s t e r o i d s ;  t h e s e  i n c l u d e  i m m u n o a s s a y s  [ I ] ,  
c h r o m a t o g r a p h i c  [ 2 ,  31 a n d  C E  [ 4 ]  t e c h n i q u e s  f r o m  a  
v a r i e t y  o f  s a m p l e  m a t r i c e s .  A n  L C  t e c h n i q u e  d o e s  n o t  
r e q u i r e  c o m p o u n d s  t o  b e  v o l a t i l e  o r  t o  h a v e  h i g h  m o l e c u -  
l a r  w e i g h t  l i k e  t h o s e  r e q u i r i n g  G S - M S  d e t e r m i n a t i o n .  T h e  
l i m i t a t i o n s  o f  L C  t e c h n i q u e s  i n c l u d e  h i g h  s o l v e n t  v o l u m e s  
a n d  t h e  n e e d  f o r  g r a d i e n t  e l u t i o n .  
S e v e r a l  p u b l i c a t i o n s  s h o w  t h e  e n h a n c e d  s e l e c t i v i t y  o f  
H P L C  m e t h o d s  f o r  s t e r o i d s  w h e n  C D s  a r e  e m p l o y e d  a s  a  
c h i r a l  s t a t i o n a r y  p h a s e  [ 5 ,  61 o r  i n  t h e  m o b i l e  p h a s e  [ 7 ,  81. 
C o r r e s p o n d e n c e :  Dr. F i o n a  R e g a n ,  S c h o o l  o f  C h e m i c a l  S c i e n c e ,  
D u b l i n  C i t y  U n i v e r s i t y ,  G l a s n e v i n ,  D u b l i n  9 ,  I r e l a n d  
E - m a i l :  F i o n a . r e g a n Q d c u . i e  
F a x :  + 3 5 3 - 0 1 - 7 0 0 - 5 5 0 3  
A b b r e v i a t i o n :  H P ,  h y d r o x y p r o p y l  
@  2 0 0 6  W I L W - V C H  V e r l a g  G m b H  & G o .  K G a A ,  W e i n h e i m  
R e c e n t  s t u d i e s  [ 9 , 1 0 ]  i n  C E  h a v e  s h o w n  t h e  a d v a n t a g e  o f  
C D s  i n  t h e  r u n  b u f f e r  t o  a i d  s e p a r a t i o n  o f  c l o s e l y  e l u t i n g  
c o m p o u n d s .  T h u s  M u n r o  a n d  c o - w o r k e r s  [ 9 ]  i n v e s t i g a t e d  
t h e  e n h a n c e m e n t  i n  s e n s i t i v i t y  o f  C E  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  
I 7 P - e s t r a d i o l ,  e s t r o n e  a n d  e s t r i o l  w h e n  c h a r g e d  C D -  
m e d i a t e d  s a m p l e  s t a c k i n g  w a s  e m p l o y e d .  W o r k  c a r r i e d  
o u t  b y  P o o l e  [ I  01 s t u d i e d  s e p a r a t i o n  o f  t e n  s t e r o i d s  w i t h  
a - C D ,  P - C D  a n d  y - C D  i n  t h e  r u n  b u f f e r .  T h e  a d d i t i o n  o f  
2 0  m M  r - C D  t o  t h e  2 0  m M  s o d i u m  b o r a t e - s o d i u m  p h o s -  
p h a t e  b u f f e r  ( p H  8 )  c o n t a i n i n g  5 0  m M  S D S  d i d  n o t  
i m p r o v e  r e s o l u t i o n  o f  a n y  t e n  a n a l y t e s .  W h i l e  2 0  m M  
a - C D  i n  t h e  r u n  b u f f e r  s e p a r a t e d  n i n e  p e a k s  o u t  o f  t e n  a l -  
m o s t  t o  b a s e l i n e  r e s o l u t i o n .  W h e n  2 0  m M  71-CD w a s  u s e d  
i n  p l a c e  o f  P - C D  s i g n i f i c a n t  c h a n g e s  i n  t h e  m i g r a t i o n  o r d e r  
o f  a n a l y t e s  w e r e  o b s e r v e d  a n d  b a s e l i n e  r e s o l u t i o n  o f  a l l  
t e n  e s t r o g e n s  w a s  o b t a i n e d .  I t  i s  d i f f i c u l t  t o  j u d g e  t h e  
m i g r a t i o n  t i m e s  o f  p e a k s  f r o m  t h e  f i g u r e  i n  t h e  p a p e r  b u t  
m o s t  o f  t h e  c o m p o u n d s  h a d  s h o r t e r  m i g r a t i o n  t i m e s  w i t h  
y - C D ,  w h i l e  1 7 u - d i h y d r o e q u i l i n  a n d  e q u i l i n  h a d  l o n g e r  
m i g r a t i o n  t i m e .  C h a n  e t a l .  [ 4 ]  h a v e  s h o w n  t h e  s e p a r a t i o n  
o f  t e n  e s t r o g e n s  w i t h  2 0  m M  y - C D  i n  t h e  r u n  b u f f e r .  E v e n  
t h o u g h  t h e  s e p a r a t i o n  o f  a l l  a n a l y t e s  w a s  a c h i e v e d  t h e  
r e a s o n  f o r  c h o o s i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  I / - C D  t o  b e  
2 0  m M  w a s  n o t  e x p l o r e d  a s  w e l l  a s  t h e  c h a n g e  i n  t h e  
m i g r a t i o n  o r d e r  o f  a n a l y t e s  w i t h  P -  a n d  y - C D .  
E l e c t r o p h o r e s i s  2 0 0 6 ,  2 7 ,  3 0 4 8 - 3 0 5 6  
C E  a n d  C E C  3 0 4 9  
[ I ]  E s t r i o l  
-  
[ 7 ]  P r o g e s t e r o n e  
o  & -  [ 6 ]  N o r e t h i n d r o n e  
H  P  &=cH [ 8 ]  M e s t r a n o l  
F i g u r e  1 .  S t r u c t u r e s  o f  s t e r o i d s .  
C D s  a r e  t r u n c a t e d  c o n e - s h a p e d  m o l e c u l e s  w i t h  a  h o l l o w ,  
t a p e r e d  c a v i t y ,  w h i c h  p o s s e s  a  h y d r o p h o b i c  p r o p e r t y .  I t  i s  
k n o w n  t h a t  v a r i o u s  o r g a n i c  m o l e c u l e s  f o r m  i n c l u s i o n  
c o m p l e x e s  w i t h  C D  [ I  I ] .  F u n d a m e n t a l  k n o w l e d g e  o f  
e q u i l i b r i u m  a n d  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  a n a l y s e d  
c o m p o u n d s  a n d  l i g a n d  i n  t h e  s y s t e m  i s  a  p o w e r f u l  e l e -  
m e n t  i n  t h e  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h a t  s y s t e m  a n d  i n  d i s -  
c o v e r i n g  w a y s  t o  e v a l u a t e  i t .  
T h e  a s s o c i a t i o n  o f  C D  C  a n d  a n a l y t e  m o l e c u l e s  A ,  a n d  
t h e  d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  f o r m e d  c o m p l e x  A C  a r e  c o n t r o l l e d  
b y  e q u i l i b r i u m  f o r  a  1  : I  c o m p l e x a t i o n  s c h e m e  [ I  21: 
w h e r e  A ,  C  a n d  A C  a r e  t h e  f r e e  a n a l y t e ,  C D  a n d  t h e  c o m -  
p l e x ,  r e s p e c t i v e l y .  
T h e  m o d e l  o f  t h a t  c o m p l e x a t i o n  w a s  r e v i e w e d  i n  t h e  
l i t e r a t u r e  [ I  2 ,  1 3 1 .  T h e  m o b i l i t y  o f  a n a l y t e  p a  a t  a n y  g i v e n  
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  l i g a n d  [ C ]  e q u a l s  
1  K [ C l  
p a  -   [ L f  +  -  
1  +  K  [ C ]  
1  +  K  [ C ]  I L C  
w h e r e  p f  i s  t h e  f r e e  a n a l y t e  m o b i l i t y ,  p, i s  t h e  c o m p l e x e d  
a n a l y t e  m o b i l i t y ,  a n d  K  i s  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t .  
T h i s  e x p r e s s i o n  c a n  b e  r e a r r a n g e d  i n  o r d e r  t o  l i n e a r i s e  i t  
i n  a  s e v e r a l  w a y s  [ I  41: 
T h e  d a t a  c a n  b e  t r a n s f o r m e d  i n t o  a  d o u b l e - r e c i p r o c a l  p l o t  
o f  1  / ( p a  -  p d  v e r s u s  1  / [ G I .  
F r o m  t h i s  p l o t  t h e  a p p a r e n t  b i n d i n g  c o n s t a n t  K =  i n t e r c e p t /  
s l o p e .  
( B ) :  
T h i s  e q u a t i o n  l e a d s  t o  Y - r e c i p r o c a l  p l o t  o f  [ C ] / ( p a  -  p f )  
v e r s u s  [ C ] .  F r o m  t h e r e  K  =  s l o p e l i n t e r c e p t .  
T h i s  l e a d s  t o  t h e  X - r e c i p r o c a l  p l o t  o f  ( p a  -  p f ) / [ C ]  v e r s u s  
(11, -  p f ) ,  w h e r e  K  =  - s l o p e .  
T h e  a s s o c i a t i o n  o f  s t e r o i d  h o r m o n e s  w i t h  c e r t a i n  t y p e s  o f  
C D  w a s  s t u d i e d  b y  S a d l e j - S o s n o w s k a  [ 1 4 ,  1 5 1  u s i n g  
H P L C  a n d  t h e  b i n d i n g  c o n s t a n t s  o f  a n a l y t e - C D  e q u i l i b r i -  
u m  w e r e  d e t e r m i n e d .  S e v e r a l  p a p e r s  [ 1 6 - 1 8 1  h a v e  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  d i f f e r e n t  t e c h n i q u e s  f o r  t h e  d e t e r m i -  
n a t i o n  o f  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  g i v e  r a t h e r  d i f f e r e n t  
r e s u l t s ,  w h i c h  i s  l i k e l y  t o  b e  d u e  t o  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  
e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  r e q u i r e d  b y  e a c h  o n e .  T o  t h e  
a u t h o r s '  k n o w l e d g e  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  f o r  s t e r -  
o i d s  a n d  C D s  h a v e  n o t  p r e v i o u s l y  b e e n  d e t e r m i n e d  f r o m  
C E  s e p a r a t i o n  d a t a .  T h e  a i m  o f  t h i s  w o r k  i s  t o  f i l l  t h i s  g a p ,  
a s  t h i s  d a t a  h a s  a  h i g h  i m p o r t a n c e  i n  t h e  u n d e r s t a n d i n g  o f  
t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  b e h a v i o u r  o f  a n a l y t e s  i n  t h e  p r e s e n c e  
o f  C D s  i n  t h e  r u n  b u f f e r .  
2  M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s  
2 . 1  R e a g e n t s  
A l l  a n a l y t e  c o m p o u n d s  i n v e s t i g a t e d  i n  t h e  s e p a r a t i o n s  
h a d  p u r i t y  o f  9 9 %  a n d  w e r e  u s e d  w i t h o u t  f u r t h e r  p u r i f i -  
c a t i o n .  E s t r i o l ,  e s t r o n e ,  1 7 p - e s t r a d i o l ,  e t h y n y l e s t r a d i o l ,  
e q u i l i n ,  n o r e t h i n d r o n e ,  m e s t r a n o l ,  p r o g e s t e r o n e ,  p - C D ,  
y C D ,  2 - h y d r o x y p r o p y l  ( H P ) - p - C D  ( d e g r e e  o f  s u b s t i t u t i o n  
- 4 - 1  O ) ,  2 H P - y - C D  ( m o l e c u l a r  s u b s t i t u t i o n  - 0 . 6 ) ,  s o d i u m  
p h o s p h a t e  ( d i b a s i c ) ,  H C I ,  N a O H ,  m e t h a n o l  ( H P L C  g r a d e ) ,  
S D S  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a - A l d r i c h  ( D u b l i n ,  I r e l a n d ) .  
B u f f e r s  w e r e  p r e p a r e d  u s i n g  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  a d j u s t e d  t o  
t h e  d e s i r e d  p H  u s i n g  1  M  a n d  0 . 1  M  N a O H .  
O  2 0 0 6  W I L E Y - V C H  V e r l a g  G m b H  &  C o .  K G a A ,  W e i n h e i m  
3 0 5 0  Y. S h a k a l i s a v a  a n d  F. R e g a n  
E l e c t r o p h o r e s i s  2 0 0 6 ,  2 7 ,  3 0 4 8 4 0 5 6  
2 . 2  E q u i p m e n t  
A l l  s e p a r a t i o n s  w e r e  p e t f o r m e d  u s i n g  a n  A g i l e n t  T e c h n o l -  
o g i e s  3 0 C E  s y s t e m  ( A g i l e n t  T e c h n o l o g i e s ) .  D a t a  a c q u i s i -  
t i o n  a n d  s i g n a l  p r o c e s s i n g  w e r e  p e r f o r m e d  u s i n g  A g i l e n t  
T e c h n o l o d i e s  3 0 C E  C h e m S t a t i o n  ( r e v .  A . 0 9 . 0 3 ,  A g i l e n t  
T e c h n o l o g i e s ) .  T h e  f u s e d - s i l i c a  c a p i l l a r i e s  ( C o m p o s i t e  
M e t a l  S e r v i c e s ,  U K )  w e r e  5 3 . 7  c m  l o n g  ( 4 5 . 5  c m  t o  t h e  
d e t e c t o r )  w i t h  a n  i n t e r n a l  d i a m e t e r  o f  5 0  p m .  
2 . 3  S t a n d a r d s  
S t o c k  s o l u t i o n s  o f  e s t r i o l ,  e s t r o n e ,  e t h y n y l e s t r a d i o l s ,  1 7 P -  
e s t r a d i o l ,  e q u i l i n ,  n o r e t h i n d r o n e ,  m e s t r a n o l  a n d  p r o g e s -  
t e r o n e  w e r e  p r e p a r e d  i n  m e t h a n o l  i n  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  
1  m M .  S t o c k  s o l u t i o n s  w e r e  s t o r e d  i n  t h e  d a r k  a n d  e v e -  
p o r a t i o n  o f  m e t h a n o l  f r o m  t h e  f l a s k s  w a s  p r e v e n t e d .  
2 . 4  S e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  
T h e  e l e c t r o p h o r e t i c  b u f f e r  c o n s i s t e d  o f  2 0  m M  p h o s p h a t e  
p H  1 1 . 5  a n d  1 0  m M  S D S .  P - C D ,  y - C D ,  2 H P - P - C D ,  2 H P -  
y - C D  w e r e  a d d e d  t o  t h e  b u f f e r  s e p a r a t e l y  i n  a  r a n g e  o f  f i v e  
c o n c e n t r a t i o n s  f r o m  1  m M  t o  1 0  m M .  S e p a r a t i o n s  w e r e  
c a r r i e d  o u t  a t  3 0  k V  e l e c t r o p h o r e t i c  v o l t a g e  a n d  a t  a  t e m -  
p e r a t u r e  o f  2 0 ° C .  I n j e c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  h y d r o -  
d y n a m i c a l l y  a t  5 0  m b a r  f o r  2  s .  U V  d e t e c t i o n  w a s  a t  
2 1 4  n m  a n d  2 5 4  n m .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  e a c h  a n a l y t e  i n  
a  m i x t u r e  w a s  0 . 1 2 5  m M  i n  m e t h a n o l .  C o n d i t i o n i n g  o f  t h e  
C E  c a p i l l a r y  b e t w e e n  r u n s  w a s  p e r f o r m e d  w i t h  
0 . 1  M  N a O H  f o r  2  m i n  a n d  r u n  b u f f e r  f o r  2  m i n .  A l l  
s e p a r a t i o n s  w e r e  r e p e a t e d  a t  l e a s t  t h r e e  t i m e s .  
2 . 5  D a t a  e v a l u a t i o n  
A l l  m i g r a t i o n  t i m e s  w e r e  c o n v e r t e d  t o  t h e  m o b i l i t y  u s i n g  
f o l l o w i n g  e q u a t i o n  [ I  91: 
11, =  I l t E  =  I L A V  
( 6 )  
w h e r e  p a  =  11, +  p, V  i s  t h e  a p p l i e d  v o l t a g e ,  I  i s  t h e  
e f f e c t i v e  c a p i l l a r y  l e n g t h  ( t o  t h e  d e t e c t o r ) ,  L  i s  t h e  t o t a l  
c a p i l l a r y  l e n g t h ,  t  i s  t h e  m i g r a t i o n  t i m e  a n d  E  i s  t h e  e l e c t r i c  
f i e l d .  T h e  m o b i l i t y  d a t a  p l o t s  w e r e  c a l c u l a t e d  u s i n g  
M i c r o s o f t  E x c e l .  
3  R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n  
T h e  t h e o r y  o f  t h e  f o r m a t i o n  o f  i n c l u s i o n  c o m p l e x e s  
w a s  r e p o r t e d  t o  b e  o n l y  v a l i d  f o r  c a s e s  o f  1 : l  s t o i -  
c h i o m e t r y  [ 1 2 ] .  A  n u m b e r  o f  s t e r o i d  h o r m o n e s ,  i n c l u d -  
i n g  f o u r  o f  t h e  t a r g e t  a n a l y t e s  i n  t h i s  w o r k  ( e s t r i o l ,  1 7 P -  
e s t r a d i o l ,  e s t r o n e  a n d  e t h y n y l e s t r a d i o l ) ,  h a v e  b e e n  
i n v e s t i g a t e d  b y  S a d l e j - S o s n o w s k a  [ 1 4 ,  1 5 1 .  T h e  c o n c l u -  
s i o n  w a s  t h a t  1  : 1  s t o i c h i o m e t r y  a p p l i e s  t o  t h e  c o m p l e x e s  
o f  s t u d i e d  s t e r o i d s  w i t h  P - C D  a n d  y - C D .  D u e  t o  t h e  h i g h  
s t r u c t u r a l  s i m i l a r i t y  o f  s t e r o i d s  i t  w a s  a s s u m e d  i n  t h i s  
p a p e r  t h a t  i n c l u s i o n  o f  e q u i l i n ,  m e s t r a n o l ,  n o r e t h i n d r o n e  
a n d  p r o g e s t e r o n e  f o l l o w s  t h e  s a m e  s c e n a r i o .  
T h r o u g h o u t  t h e  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s ,  t h e  r u n  b u f f e r  
c o m p o s i t i o n  w a s  h e l d  c o n s t a n t  ( e x c e p t  f o r  C D  t y p e  a n d  
c o n c e n t r a t i o n  w h i c h  w e r e  v a r i e d ) .  T h e  p r e s e n c e  o f  s u r -  
f a c t a n t  ( S D S )  a n d  p H  1 1 . 5  r e q u i r e s  e x p l a n a t i o n .  C o m -  
p o u n d s  1 - 5  ( a s  i n  F i g .  1 )  w e r e  i n  t h e i r  d e p r o t o n a t e d  f o r m  
a t  t h i s  p H  b e c a u s e  t h e i r  p K a  v a l u e  l i e s  b e t w e e n  1 0 . 2 6  
a n d  1 0 . 7 1  [ 2 0 ,  2 1 1 .  T h e  s t r u c t u r e s  o f  m e s t r a n o l ,  n o r -  
e t h i n d r o n e  a n d  p r o g e s t e r o n e  p o i n t e d  t o  e v e n  h i g h e r  p K a  
v a l u e s  ( p K a  =  1 3 . 1  f o r  m e s t r a n o l  [ 2 2 ] )  a n d  t h u s  t h e y  w e r e  
n e u t r a l  a t  t h e  c o n d i t i o n s  o f  s e p a r a t i o n .  S u c h  c l o s e  p K a  
m a g n i t u d e s  a n d  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  s t e r o i d s  d i d  n o t  
a l l o w  t h e i r  s e p a r a t i o n  i n  a  s i m p l e  m o d e  o f  c a p i l l a r y  z o n e  
e l e c t r o p h o r e s i s .  A l l  t a r g e t  a n a l y t e s  w e r e  q u i t e  h y d r o -  
p h o b i c .  T h e  c a l c u l a t e d  l o g K O ,  v a l u e s  a r e  2 . 8 1 ,  3 . 2 2 ,  
3 . 4 3 ,  3 . 9 4 ,  4 . 1 2 ,  4 . 6 8 ,  2 . 9 9  a n d  3 . 6 7 ,  f o r  e s t r i o l ,  e q u i l i n ,  
e s t r o n e ,  1 7 P - e s t r a d i o l ,  e t h y n y l e s t r a d i o l ,  m e s t r a n o l ,  n o r -  
e t h i n d r o n e ,  a n d  p r o g e s t e r o n e  r e s p e c t i v e l y  ( h t t p : I /  
w w w . s y r r e s . c o m / e s c / k o w w i n . h t m ) .  T h e  l a t t e r  p r o v o k e s  
t h e i r  i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  m i c e l l e s  i n  t h e  r u n  b u f f e r  a s  w e l l  
a s  C D s  w h e n  a d d e d .  T h u s  t w o  e q u i l i b r i a  w e r e  i n v o l v e d ,  
t h e  a n a l y t e - m i c e l l e  a n d  a n a l y t e - C D  i n t e r a c t i o n .  T h e  
p r e s e n c e  o f  t h e  m i c e l l e s  i n  t h e  r u n  b u f f e r  w a s  n e c e s s a r y  
i n  o r d e r  t o  o b s e r v e  t h e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  m o b i l i t y  o f  a n a -  
l y t e s  w h i l e  a d d i n g  n e u t r a l  C D s .  T h e  t o p  e l e c t r o -  
p h e r o g r a m  i n  F i g .  2 A  r e p r e s e n t e d  t h e  s e p a r a t i o n  o f  t a r -  
g e t  e s t r o g e n s  a t  p r i m a r y  c o n d i t i o n s ,  e . g .  w i t h o u t  C D .  I t  
c o u l d  b e  s e e n  t h a t  a n a l y t e s  r e a c h e d  t h e  d e t e c t o r  w i n -  
d o w  a f t e r  t h e  e l e c t r o  o s m o t i c  f l o w ;  a s s o c i a t i o n  w i t h  
n e g a t i v e l y  c h a r g e d  m i c e l l e s  w a s  t h e  r e a s o n  f o r  t h e i r  
m i g r a t i o n  t o w a r d s  t h e  a n o d e ,  w h i c h  w a s  a g a i n s t  t h e  E O F  
i n  t h i s  s e p a r a t i o n  m o d e .  
A c c o r d i n g  t o  R e k h a r s k y  a n d  l n o u e  [ I  I ]  a n y  d i f f e r e n c e s  i n  
t h e  f r e e  a n a l y t e ' s  i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  b u f f e r  p r i o r  t o  i n c l u -  
s i o n  c o m p l e x a t i o n  d i d  n o t  c o n t r i b u t e  m e a s u r a b l y  t o  t h e  
c o m p l e x a t i o n  t h e r m o d y n a m i c s .  S i n c e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  S D S  w a s  h e l d  c o n s t a n t  a t  e v e r y  s e p a r a t i o n ,  t h e  t r u e  
e f f e c t  o f  C D  w a s  s e e n  w h i l e  a d d i n g  i t  a t  d i f f e r e n t  c o n -  
c e n t r a t i o n s .  T h e  s e p a r a t i o n  w i t h  1  m M  o f  e a c h  C D  i s  
s h o w n  i n  F i g s .  2 E - E .  T h e  c h a n g e  o f  t h e  m i g r a t i o n  t i m e  o f  
a n a l y t e s  c l e a r l y  d e m o n s t r a t e d  t h e  o c c u r r e n c e  o f  a n a l y t e -  
C D  i n t e r a c t i o n .  T h e  m o b i l i t y  c h a n g e s  w e r e  m o r e  s i g n i f i -  
c a n t  i n  t h e  c a s e  o f  y - C D  a n d  2 H P - y - C D  t h a n  P - C D  a n d  
2 H P - P - C D .  A n a l y t e  m o b i l i t y  w a s  i n c r e a s e d  d u e  t o  t h e  
i n t e r a c t i o n  w i t h  n e u t r a l  C D s  a n d  t h e  a t t r a c t i o n  t o  t h e  
a n o d e  w a s  l o w e r .  
C  2 0 0 6  W I L E Y - V C H  V e r l a g  G m b H  &  C o .  K G a A ,  W e i n h e i m  
E l e c t r o p h o r e s i s  2 0 0 6 , 2 7 ,  3 0 4 8 - 3 0 5 6  
C E  a n d  C E C  3 0 5 1  
6  
7 +  8  
F i g u r e  2 .  E l e c t r o p h e r o g r a m  o f  
I  -  
1  s e p a r a t i o n  o f  8  s t e r o i d  h o r -  
2  3 + 4  
m o n e s .  S e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s :  
I  hn 
5  
2 0  m M  p h o s p h a t e  b u f f e r  
C  6  7 8  p H  1 1 . 5  a n d  1 0  m M  S D S ,  ( A )  n o  
A  
C D  a d d e d ,  ( 8 )  1  m M  P - C D ,  ( C )  
I  m M  2 H P - P - C D ,  ( D )  I  m M  
y - C D ,  ( E )  I  m M  2 H P - y - C D ;  
s e p a r a t i o n  v o l t a g e  3 0  k V ;  c a p i l -  
7  8  
l a r y  5 3 . 7  c m  ( 4 5 . 5  c m  i s  e f f e c -  
d  t i v e  l e n g t h ) ,  5 0  p r n  i d ;  2 0 ° C ;  
h y d r o d y n a m i c  i n j e c t i o n  2  s ;  U V  
d e t e c t i o n  2 1 4  n m .  C o n c e n t r a -  
t i o n  o f  e a c h  a n a l y t e  i s  0 . 1  2 5  m M  
a  
i n  m e t h a n o l .  P e a k  i d e n t i f i c a t i o n :  
6  c r t ] 7 , ,  1  -  e s t r i o l ,  2  -  e q u i l i n ,  3  -  
C  
e s t r o n e ,  4  -  1 7 P - e s t r a d i o l ,  5  -  
e t h y n y l e s t r a d i o l ,  6  -  n o r e t h i n -  
I  I  1  1  
2  6  8  
d r o n e ,  7  -  p r o g e s t e r o n e ,  8  -  
~ i g r a t i o n  t i m e ,  m i n  m e s t r a n o l .  
A s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  m o b i l i t y  3 . 1  y - C D  
v a l u e s  o f  e s t r o g e n s ,  w h i c h  w e r e  d e t e r m i n e d  a t  1  m M ,  
3  m M ,  5  m M ,  7  m M  a n d  1 0  m M  o f  e a c h  C D  i n  t h e  r u n  
b u f f e r .  T h e  c a l c u l a t e d  v a l u e s  o f  t h e  c o n s t a n t s  d e t e r m i n e d  
b y  t h r e e  l i n e a r i s a t i o n  m e t h o d s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e s  1 - 4  
a l o n g  w i t h  R 2  o f  e a c h  p l o t  a n d  %  R S D .  T h e  a s s o c i a t i o n  
c o n s t a n t s  f o r  a  s i n g l e  c o m p o u n d  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  
p l o t t i n g  m e t h o d s  s h o w  q u i t e  d i f f e r e n t  v a l u e s .  R e g a r d l e s s  
o f  t h a t  f a c t ,  t h e  s a m e  r e l a t i v e  o r d e r  o f  t h e  c o n s t a n t s  w i t h i n  
t h e  s a m e  p l o t t i n g  m e t h o d  w a s  o b s e r v e d  f o r  e a c h  c o m -  
p o u n d .  T h e  e x c e p t i o n  t o  t h i s  c a s e  i s  s h o w n  i n  T a b l e  1 .  F o r  
1 7 p - e s t r a d i o l  a n d  e s t r i o l  t h e  r e l a t i v e  v a l u e s  f o r  t h e  d o u b l e  
r e c i p r o c a l  f i t  d a t a  d i f f e r e d  f r o m  Y - r e c i p r o c a l  a n d  X - r e c i -  
p r o c a l  f i t .  I t  w a s  s h o w n  p r e v i o u s l y  b y  R u n d l e t t  a n d  A r m -  
s t r o n g  [ 2 3 ]  t h a t  a t  l o w  l i g a n d  c o n c e n t r a t i o n s  ( i n  t h i s  c a s e  
C D )  t h e  d o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  m a s k s  d e v i a t i o n s  f r o m  l i n e -  
a r i t y .  T h e  d a t a  o b t a i n e d  i n  t h i s  w o r k  i n d e e d  p r o v e d  t h i s  t o  
b e  t h e  c a s e  a s  R 2  v a l u e s  f o r  t h e  d o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  f o r  
e a c h  c o m p l e x a t i o n  s h o w s  g o o d  l i n e a r i t y .  T h e  n e g a t i v e  
a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  v a l u e s  h o w e v e r ,  p o i n t e d  t o  t h e  l a c k  
o f  i n c l u s i o n  o f  t h e  a n a l y t e s  ( p r o g e s t e r o n e  a n d  m e s t r a n o l )  
w i t h  t h e  C D .  T h i s  l e a d s  t o  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  t h e  Y- a n d  
X - f i t s  a r e  m o r e  r e l i a b l e  i n  a s s e s s i n g  a n a l y t e  ( s t e r o i d ) -  
l i g a n d  i n t e r a c t i o n .  
F r o m  t h i s s t u d y  i t w a s  f o u n d  t h a t t h e  h i g h e s t  m a g n i t u d e s  o f  
a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  b e l o n g  t o  t h e  i n c l u s i o n  o f  t a r g e t  
s t e r o i d s  i n  y - C D  F a b l e  1 ) .  T h e  d i a m e t e r  o f  t h e  i n s i d e  c a v i t y  
o f  y - C D  w a s  1 0  a ,  w h i c h  i s  m o r e  s t e r i c a l l y  s u i t a b l e  f o r  t h e  
4 - r i n g  c o n v e n t i o n a l  s t r u c t u r e  o f  a n a l y t e s  t h a n  p - C D  [ 2 4 ]  
w i t h  t h e  d i a m e t e r  8  a .  L a r g e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  
3 3 1  M - '  ( Y - r e c i p r o c a l  f i t )  f o r  e q u i l i n  a n d  u p  t o  1 7 7 0  M - '  ( X -  
r e c i p r o c a l  f i t )  f o r  e t h y n y l e s t r a d i o l  w e r e  o b s e r v e d .  
T h e  d o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  a n d  t h e  Y - r e c i p r o c a l  f i t  w e r e  
f o u n d  t o  h a v e  R 2  v a l u e s  i n  t h e  r a n g e  o f  0 . 9 7 9 7 - 0 . 9 9 8 9 .  
T h e  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  w e r e  o b s e w e d  t o  b e  l e s s  
t h a n  3 . 5 %  f o r  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  c o m p o u n d s  1 - 5 .  T h e  
l a t t e r  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  a n a l y t e  i n c l u s i o n  p r o c e s s  
t o o k  p l a c e  w i t h  t h e  C D  a n d  i t s  s t o i c h i o m e t r y  w a s  1 : l .  I t  
s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  t h e  R 2  v a l u e  f o r  t h e  X - r e c i p r o c a l  f i t  
f o r  t h o s e  c o m p o u n d s  l a y  i n  a  l o w e r  r a n g e  ( R 2  =  0 . 8 9 6 9 -  
0 . 9 6 6 5 )  o f  l i n e a r i t y .  T h e  e f f e c t  o f  v a r y i n g  t h e  C D  c o n -  
c e n t r a t i o n  o n  t h e  m o b i l i t y  w a s  m o s t  p r o n o u n c e d  u s i n g  
t h e  X - r e c i p r o c a l  f i t  c o m p a r e d  w i t h  o t h e r  l i n e a r i t y  a p p r o a -  
c h e s .  T h e  l a t t e r  i s  d u e  t o  t h e  p l o t  p a r a m e t e r s  o f  (11, -  p J /  
[ C ]  v e r s u s  (11, -  k t ? ) .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  c h o s e n  f o r  
t h e  p l o t s  a l s o  a f f e c t s  t h e  R' v a l u e s  o b t a i n e d .  
C2 2 0 0 6  W I L E Y - V C H  V e r l a g  G m b H  &  C o .  K G a A ,  W e i n h e i m  
3 0 5 2  Y. S h a k a l i s a v a  a n d  F. R e g a n  
E l e c t r o p h o r e s i s  2 0 0 6 , 2 7 ,  3 0 4 8 - 3 0 5 6  
T a b l e  1 .  T h e  v a l u e  o f  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  t a r g e t  
s t e r o i d s  a n d  y - C D ,  R 2  f o r  e a c h  l i n e a r i s a t i o n  
m e t h o d ,  %  R S D  ( n  =  3 )  a n d  l i t e r a t u r e  v a l u e s  o f  
c o n s t a n t s  
K  ( M - ' )  %  RSD R 2  K  ( M - ' )  [ I  51 
E s t r i o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
E q u i l i n  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
E s t r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
1 7 0 - E s t r a d i o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
E t h y n y l e s t r a d i o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
N o r e t h i n d r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
P r o g e s t e r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
M e s t r a n o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
N e g a t i v e  v a l u e s  o f  c o n s t a n t s  f o r  p r o g e s t e r o n e  a n d  m e s -  
t r a n o l ,  a l o n g  w i t h  p o o r  l i n e a r i t y  a n d  p r e c i s i o n ,  p o i n t e d  t o  
t h e  f a c t  t h a t  t h e s e  s t e r o i d s  d i d  n o t  i n t e r a c t  w i t h  y - C D  o r  
t h e  n a t u r e  o f  i n t e r a c t i o n  w a s  s o m e t h i n g  o t h e r  t h a n  i n c l u -  
s i o n .  I n c l u s i o n  o f  n o r e t h i n d r o n e  w a s  c h a r a c t e r i s e d  b y  t h e  
a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  7 5  M - '  ( X - r e c i p r o c a l  f i t )  w i t h  %  R S D  
l e s s  t h a n  5 %  a n d  l i n e a r i t y  0 . 7 3 .  
R e k h a r s k y  a n d  l n o u e  [ l l ]  a t t r i b u t e d  t h e  f o l l o w i n g  c o n -  
t r i b u t i o n s  t o  t h e  s t a b i l i s a t i o n  o f  C D  c o m p l e x e s  f r o m  a  
t h e r m o d y n a m i c  p o i n t  o f  v i e w :  a )  p e n e t r a t i o n  o f  t h e  
h y d r o p h o b i c  p a r t  o f  t h e  g u e s t  m o l e c u l e  i n t o  t h e  C D  c a v i t y ,  
b )  d e h y d r a t i o n  o f  t h e  o r g a n i c  g u e s t ,  c )  h y d r o g e n - b o n d i n g  
i n t e r a c t i o n ,  d )  t h e  r e l e a s e  o f  t h e  w a t e r  m o l e c u l e s  o r i g i -  
T a b l e  2 .  T h e  v a l u e  o f  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  t a r g e t  
s t e r o i d s  a n d  P - C D ,  R 2  f o r  e a c h  l i n e a r i s a t i o n  
m e t h o d ,  %  R S D  ( n  =  3 )  a n d  l i t e r a t u r e  v a l u e s  o f  
c o n s t a n t s  
E s t r i o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
E q u i l i n  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
E s t r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
1 7 p - E s t r a d i o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
E t h y n y l e s t r a d i o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
N o r e t h i n d r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
P r o g e s t e r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
M e s t r a n o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
K  ( M - ' )  %  R S D  R 2  K  ( M - ' )  [ 1 5 ]  
4 7 0 0  t _  4 0 0  
4 3  7 1 . 2 3  0 . 9 9 7 6  
5 7  3 5 . 8 6  0 . 8 6 2 1  
5 6  3 9 . 0 9  0 . 7 6 2 1  
n a l l y  i n c l u d e d  i n  t h e  C D  c a v i t y  t o  b u l k  w a t e r  [ 2 5 - 2 7 1  a n d  
e )  t h e  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  o r  s t r a i n  r e l e a s e  o f  t h e  C D  
m o l e c u l e  u p o n  c o m p l e x a t i o n  [ 2 8 - 3 0 1 .  
A c c o r d i n g  t o  t h e  f a c t o r s  l i s t e d  a b o v e  t h e  p o s s i b l e  r e a -  
s o n s  f o r  s t r o n g  i n c l u s i o n  o f  c o m p o u n d s  1 - 5  a n d  w e a k  o r  
a b s e n c e  o f  i n c l u s i o n  f o r  c o m p o u n d s  6 - 8  s h o u l d  b e  
e x p l a i n e d  b y  r e f e r r i n g  t o  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  s t r u c t u r a l  
c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  c o m p l e x e s ,  i . e .  s t r u c t u r e s  o f  s t e r -  
o i d s  i n c o r p o r a t e d  i n t o  a  C D  t y p e ,  w h i c h  w a s  k e p t  c o n -  
s t a n t .  A c c o r d i n g  t o  t h e  l i t e r a t u r e  h y d r o p h i l i c  g r o u p s ,  s u c h  
a s  h y d r o h x y l ,  a m i n o  a n d  c a r b o x y l [ 3 1 ] ,  r e m a i n  e x p o s e d  t o  
t h e  b u l k  s o l v e n t  e v e n  a f t e r  i n c l u s i o n  o f  t h e  h y d r o p h o b i c  
m o i e t y  [ I l l .  A n  e x c e p t i o n  t o  t h i s  g e n e r a l  r u l e  i s  t h e  
O  2 0 0 6  W I L R - V C H  V e r l a g  G m b H  &  C o .  K G a A .  W e i n h e i m  
E l e c t r o p h o r e s i s  2 0 0 6 ,  2 7 ,  3 0 4 8 - 3 0 5 6  C E  a n d  C E C  3 0 5 3  
T a b l e  3 .  T h e  v a l u e  o f  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  t a r g e t  s t e r o i d s  a n d  2 H P - y - C D  w i t h  t w o  r u n  b u f f e r s  
c o n t a i n i n g  1 0  m M  S D S  a n d  2 0  m M  S D S ,  R 2  f o r  e a c h  l i n e a r i s a t i o n  m e t h o d ,  %  R S D  ( n  =  3 ) .  
1 0  m M  S D S  
2 0  m M  S D S  
E s t r i o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
E q u i l i n  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
E s t r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
1 7 P - E s t r a d i o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
E t h y n y l e s t r a d i o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
N o r e t h i n d r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
P r o g e s t e r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
M e s t r a n o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
a r o m a t i c  h y d r o x y l  g r o u p ,  w h i c h  c a n  p e n e t r a t e  d e e p l y  i n t o  
t h e  C D  c a v i t y  w h e r e  i t  h y d r o g e n - b o n d s  t o  o n e  o f  C D ' s  
p e r i p h e r a l  h y d r o x y l  g r o u p s  [ 3 2 ] .  R i n g  A  o f  c o m p o u n d s  
1 - 5  i s  i d e n t i c a l ;  i t  w a s  a r o m a t i c  w i t h  a  h y d r o x y l  g r o u p  o n  
i t .  T h e  d i f f e r e n c e  w a s  i n  t h e  r i n g  D  ( a n d  n o n s a t u r a t e d  
b o n d  i n  r i n g  B  o f  e q u i l i n )  w h e r e  h y d r o p h i l i c  h y d r o x y l  a n d  
k e t o n e  g r o u p s  a n d  h y d r o p h o b i c  e t h i l i n  g r o u p s  a t t a c h e d .  
A c c o r d i n g  t o  t h e  l i t e r a t u r e  e s t r i o l ,  e q u i l i n ,  e s t r o n e ,  
1 7 P - e s t r a d i o l  a n d  e t h y n y l e s t r a d i o l  p e n e t r a t e d  y - C D  a n d  
f o r m  a  h y d r o g e n  b o n d  w i t h  t h e  h y d r o x y l  g r o u p  o f  C D .  T h e  
s t r u c t u r a l  d i f f e r e n c e  o f  r i n g  D  a n d  IogK,, v a l u e s  e x -  
p l a i n e d  t h e  d i f f e r e n t  K  v a l u e s  o b t a i n e d .  N o r e t h i n d r o n e  
a n d  p r o g e s t e r o n e  d i d  n o t  c o n t a i n  a n y  a r o m a t i c  r i n g  w i t h  a  
h y d r o x y l  g r o u p  o n  i t  a n d  t h e  a r o m a t i c  h y d r o x y l  g r o u p  o f  
m e s t r a n o l  w a s  m e t h y l a t e d .  R i n g  D  o f  t h e  l a t t e r  c o m -  
p o u n d s  c o n t a i n e d  h y d r o p h i l i c  a n d  h y d r o p h o b i c  g r o u p s .  
H o w e v e r ,  n e i t h e r  c o n s t i t u e n t  o f  r i n g  A  n o r  r i n g  D  
a p p e a r e d  t o  b e  t h e  r e a s o n  f o r  t h e  i n c l u s i o n  a s  t h e  c a l c u -  
l a t e d  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  w e r e  n e g a t i v e .  A  l o w  d e g r e e  
o f  i n t e r a c t i o n  w a s  o b s e r v e d  i n  t h e  c a s e  o f  n o r e t h i n d r o n e  
b u t  a s  t o  w h i c h  o n e  o f  t h e  a b o v e  m e n t i o n e d  c o n t r i b u t i o n s  
o r  t h e i r  c o m b i n a t i o n  w a s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  a s s o c i a t i o n  
c o n s t a n t  o f  7 5  M - '  ( X - r e c i p r o c a l  f i t )  w a s  n o t  c l e a r .  
T a b l e  1  c o n t a i n s  s o m e  l i t e r a t u r e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  
v a l u e s  f o r  s e v e r a l  s t e r o i d s ,  o b t a i n e d  f r o m  H P L C  d a t a .  T o  
t h e  a u t h o r s  k n o w l e d g e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  f o r  o t h e r  
i n v e s t i g a t e d  s t e r o i d s  a n d  o t h e r  C D  t y p e s  a r e  n o t  a v a i l -  
0  2 0 0 6  W I L E Y - V C H  V e r l a g  G m b H  &  C o .  K G a A ,  W e i n h e i m  
3 0 5 4  Y .  S h a k a l i s a v a  a n d  E  R e g a n  
E l e c t r o p h o r e s i s  2 0 0 6 , 2 7 ,  3 0 4 8 - 3 0 5 6  
a b l e .  I t  w a s  r e p o r t e d  p r e v i o u s l y  [ I  6 - 1  81 t h a t  e q u i l i b r i u m  
c o n s t a n t s  d e t e r m i n e d  b y  d i f f e r e n t  e x p e r i m e n t a l  m e t h o d s  
f o r  t h e  s a m e  r e a c t i o n  c a n  s i g n i f i c a n t l y  d e v i a t e  f r o m  e a c h  
o t h e r .  T h e  H P L C  c o n s t a n t s  w e r e  m u c h  g r e a t e r  t h a n  t h e  
d a t a  o b t a i n e d  i n  t h i s  w o r k  b u t  n o t a b l y  t h e  r e l a t i v e  o r d e r  o f  
t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  w a s  t h e  s a m e .  T h e  m e c h a n i s m  
o f  t h e  s e p a r a t i o n  m e t h o d  i n f l u e n c e s  t h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  
a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  v a l u e s .  I n  C E ,  t h e  b i n d i n g  c o n s t a n t  
v a l u e s  a r e  d e t e r m i n e d  m a i n l y  b y  t h e  c h a r g e / m a s s  r a t i o .  I n  
H P L C  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  a n a l y t e  b e t w e e n  t h e  m o b i l e  a n d  
s t a t i o n a r y  p h a s e s  p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e .  T h e  e f f e c t  o f  
S D S  o n  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  f o r  C D  i n  C E  i s  d i s -  
c u s s e d  l a t e r .  
3 . 2  P - C D  
F r o m  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  a  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  i n  t h e  m a g -  
n i t u d e  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  w a s  f o u n d  f o r  t h e  
i n t e r a c t i o n  o f  t h e  s e l e c t e d  s t e r o i d s  w i t h  P - C D  ( T a b l e  2 ) .  
A s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  v a l u e s  a s  l o w  a s  5 6  M - '  ( X - r e c i -  
p r o c a l  f i t )  f o r  e s t r i o l  a n d  1 2 0  M - '  ( Y - r e c i p r o c a l  f i t )  f o r  
e t h y n y l e s t r a d i o l  w e r e  f o u n d .  T h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  
w e r e  a c c o m p a n i e d  b y  a  s l i g h t l y  i n c r e a s e d  d e v i a t i o n  f r o m  
l i n e a r i t y  ( R 2 )  f o r  e s t r i o l ,  e q u i l i n  a n d  1 7 1 3 - e s t r a d i o l  a n d  a  
l a r g e  d e c r e a s e  i n  l i n e a r i t y  f o r  e s t r o n e  a n d  n o r e t h i n d r o n e .  
R e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  t h e  o b t a i n e d  K  w a s  q u i t e  
h i g h  f o r  e s t r i o l  ( o v e r  3 0 % ) .  T h e  s m a l l  d i a m e t e r  o f  P - C D  
( 8  A  [ 2 5 ] )  d i d  n o t  a l l o w  p e n e t r a t i o n  o f  s t e r o i d s  t o  t h e  s a m e  
d e g r e e  a s  t h e  c a v i t y  o f  y - C D .  I t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  i n c l u s i o n  
o f  o n l y  t h e  m o s t  h y d r o p h o b i c  p a r t  o f  t h e  m o l e c u l e s  t o o k  
p l a c e .  T h e  r e s t  o f  t h e  s t r u c t u r e  r e m a i n e d  i n  t h e  b u l k  s o l -  
v e n t .  E t h y n y l e s t r a d i o l  h a d  t h e  h i g h e s t  a s s o c i a t i o n  c o n -  
s t a n t  a m o n g  P - C D  c o m p l e x e s  f o l l o w e d  b y  1 7 p - e s t r a d i o l ,  
e q u i l i n  a n d  e s t r i o l .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  t h e  l a s t  
t h r e e  c o m p o u n d s  h a d  t h e  s a m e  K  v a l u e s  b y  t h r e e  l i n e a r -  
i s a t i o n  m e t h o d s  w i t h i n  e x p e r i m e n t a l  e r r o r .  P a r t i a l  i n t e r a c -  
t i o n  o f  t h e  s a m e  s t r u c t u r a l  f r a g m e n t  o f  t h e  t h r e e  m o l e -  
c u l e s  t o o k  p l a c e .  E s t r o n e  a n d  n o r e t h i n d r o n e  d i d  n o t  
u n d e r g o  a n y  i n t e r a c t i o n  w i t h  1 3 - C D ,  w h i c h  w a s  s u p p o r t e d  
b y  n e g a t i v e  c o n s t a n t s .  I t  h a s  t o  b e  n o t e d  t h a t  i n  c a s e  o f  
y - C D ,  e q u i l i n  p o s s e s s e d  l e s s  i n t e r a c t i o n  t h a n  e s t r o n e .  
T h i s  w a s  n o t  t r u e  f o r  i n c l u s i o n  i n t o  P - C D .  I t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  
d o u b l e  b o n d  o f  t h e  B - r i n g  o f  e q u i l i n  i n d u c e d  a  d i f f e r e n t  
i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  C D .  
3 . 3  2 H P - y - C D  a n d  2 H P - P - C D  
M o d i f i c a t i o n  o f  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  C D  h a s  m a n y  b e n e -  
f i c i a l  e f f e c t s ,  c o n t r i b u t i n g  t o  i t s  s o l u b i l i t y  o r  a f f i n i t y  f o r  
a n a l y t e s .  I n  t h i s  s t u d y  t w o  H P  f u n c t i o n a l i s e d  y - C D  a n d  P -  
C D  w e r e  i n v e s t i g a t e d .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  a  g e n e r a l  d e -  
c r e a s e  o f  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  c o u l d  b e  n o t e d  f o r  t h e  
i n c l u s i o n  o f  t a r g e t  s t e r o i d s  i n t o  2 H P - y - C D  ( T a b l e  3 ) .  I t  w a s  
r e p o r t e d  t h a t  H P  s u b s t i t u e n t s  e l o n g a t e  t h e  a c t u a l  C D  
c a v i t y  w h e n  a t t a c h e d  t h r o u g h  p r i m a r y  o r  s e c o n d a r y  h y -  
d r o x y l  g r o u p s  o f  t h e  g l u c o s e  r i n g  [ 1 2 ] .  M o l e c u l a r  s u b -  
s t i t u t i o n  o f  t h e  e m p l o y e d  2 H P - y - C D  w a s  0 . 6  b u t  i t  w a s  n o t  
c o n t r o l l e d  a n d  t h u s  t h e  a c t u a l  p o s i t i o n  o f  H P  g r o u p s  w a s  
u n k n o w n .  T h e  c o m p a r i s o n  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  
f o r  2 H P - y - C D  w i t h  p a r e n t  y - C D  w o u l d  s u g g e s t  t h a t  t h i s  
s u b s t i t u t i o n  c a u s e d  s o m e  s t r u c t u r a l  d i f f i c u l t i e s  f o r  s t e r o i d  
m o l e c u l e s  t o  p e n e t r a t e  t h e  c a v i t y  a n d / o r  t h e  h y d r o g e n  
b o n d s  w e r e  n o t  a b l e  t o  f o r m  b e t w e e n  a n a l y t e s  a n d  s u b -  
s t i t u t e d  h y d r o x y l s  o n  t h e  C D .  
T h e  d a t a  i n  T a b l e  4  s h o w s  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  
s t e r o i d s  w i t h  2 H P - P - C D .  A  s l i g h t  d e v i a t i o n  f r o m  l i n e a r i t y  
o f  t h e  p l o t s  c o u l d  b e  n o t i c e d  h e r e ,  w h i c h  w a s  s i m i l a r  t o  
t h e  l i n e a r i s a t i o n  p l o t s  f o r  n a t u r a l  P - C D .  T h e r e  w a s  n o t i c e -  
a b l y  i m p r o v e d  l i n e a r i t y  f o r  e s t r o n e  a c c o m p a n i e d  b y  
i n c r e a s e d  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s .  E v e n  t h o u g h  t h e  %  R S D  
o f  t h e  c a l c u l a t e d  c o n s t a n t s  w a s  h i g h ,  a  g e n e r a l  i n c r e a s e  
o f  t h e  c o n s t a n t  v a l u e  w a s  n o t e d  w i t h  t h e  f u n c t i o n a l i s e d  
C D  c o m p a r e d  t o  t h e  n a t u r a l  P - C D .  H P  g r o u p s  a r e  o r i e n -  
t e d  s o  t h a t  p e n e t r a t i o n  o f  t h e  p a r t  o f  a n a l y t e s  w a s  q u i t e  
s i m i l a r ,  t h e r e b y  n o t  d i s t i n g u i s h i n g  t y p e s  c l e a r l y .  D u e  t o  t h e  
f a c t  t h a t  t h e r e  i s  o n l y  a  s l i g h t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  c o n s t a n t  
v a l u e s  f o r  s e v e r a l  c o m p o u n d s  ( T a b l e  4 ) ,  i t  i s  e v i d e n t  t h a t  
t h e  H P - s u b s t i t u t e d  P - C D  ( d e g r e e  o f  s u b s t i t u t i o n  =  4 - 1  0 )  
d o e s  n o t  r e c o g n i s e  t h e  s t r u c t u r a l  v a r i a t i o n s  o f  a n a l y t e s  t o  
t h e  s a m e  d e g r e e  a s  y - C D  f o r  i n s t a n c e .  
3 . 4  T h e  e f f e c t  o f  S D S  
W h i l e  i t  i s  c l e a r  f r o m  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  d e t e r -  
m i n e d  t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  a n d  t y p e  o f  C D  i s  i m p o r t a n t  
i n  s e l e c t i n g  p a r t i c u l a r  s t e r o i d s ,  a  s t u d y  o f  t h e  e f f e c t  o f  
S D S  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  i m p a c t  o f  S D S  o n  
t h e  a n a l y t e  i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  C D .  T h e  e f f e c t  o f  S D S  
c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  r u n  b u f f e r  w a s  i n v e s t i g a t e d  u s i n g  
2 H P - y - C D .  T h e  v a l u e  o f  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  t a r g e t  
s t e r o i d s  a n d  2 H P - y - C D  w i t h  t w o  r u n  b u f f e r s  c o n t a i n i n g  
1 0  m M  S D S  a n d  2 0  m M  S D S  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  3 .  
T h e  s t e r o i d - m i c e l l e  i n t e r a c t i o n  i s  s t r o n g  d u e  t o  h i g h  h y -  
d r o p h o b i c i t y  o f  a n a l y t e s  ( l o g K O ,  v a l u e s  o f  e a c h  a n a l y t e s  
w e r e  m e n t i o n e d  i n  S e c t i o n  3 ) .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  b y  
i n c r e a s i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  S D S ,  t h i s  l e a d s  t o  t h e  
e q u i l i b r i u m  b e i n g  m o v e d  t o w a r d  i n c r e a s e d  m i c e l l e  i n t e r -  
a c t i o n .  
T h e  l a t t e r  r e a s o n  p r o v o k e d  t h e  d e c r e a s e  o f  t h e  i n c l u s i o n  
o f  s t e r o i d s  i n t o  t h e  C D  c a v i t y  w h e n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
S D S  w a s  2 0  m M .  T h e  v a l u e s  o f  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  
a t  2 0  m M  S D S  w e r e  t w o  t o  t h r e e  t i m e s  l e s s  t h a n  a t  
1 0  m M  S D S  ( T a b l e  3 ) .  I t  h a s  t o  b e  n o t e d  t h a t  K v a l u e  f o r  
e s t r i o l  w a s  a f f e c t e d  s i g n i f i c a n t l y  l e s s  t h a n  t h e  r e s t  o f  t h e  
c o n s t a n t s .  T h e  v a l u e  f o r  e s t r i o l  w a s  e v e n  h i g h e r  t h a n  t h e  
@  2 0 0 6  W I L E Y - V C H  V e r l a g  G m b H  &  C o .  K G a A ,  W e i n h e i m  
E l e c t r o p h o r e s i s  2 0 0 6 , 2 7 ,  3 0 4 8 - 3 0 5 6  
C E  a n d  C E C  3 0 5 5  
T a b l e 4 .  T h e  v a l u e  o f  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  t a r g e t  
s t e r o i d s  a n d  2 H P - P - C D ,  R 2  f o r  e a c h  l i n e a r i s a t i o n  
m e t h o d ,  %  R S D  ( n  =  3 )  
E s t r i o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
E q u i l i n  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
E s t r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
1 7 P - E s t r a d i o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
E t h y n y l e s t r a d i o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
N o r e t h i n d r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
P r o g e s t e r o n e  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
M e s t r a n o l  
D o u b l e  r e c i p r o c a l  f i t  
Y - r e c i p r o c a l  f i t  
X - r e c i p r o c a l  f i t  
a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  f o r  1 7 P - e s t r a d i o l  ( Y a n d  X  f i t s ) .  E v e n  
t h o u g h  1 7 0 - e s t r a d i o l  i s  t h e  l e a s t  h y d r o p h o b i c  c o m p o u n d  
o f  a l l  t a r g e t  a n a l y t e s  i t  s t r o n g l y  i n c l u d e d  i n t o  t h e  2 H P - y -  
C D  c a v i t y .  T h i s  r e s u l t  d e m o n s t r a t e d  t h a t  i n  t h i s  c a s e ,  t h e  
i n c l u s i o n  i s  d u e  t o  t h e  s t r o n g  h y d r o g e n  b o n d i n g  o f  t h e  
v i c i n a l  h y d r o x y l  g r o u p s  o n  t h e  D  r i n g  w i t h  h y d r o x y l s  o f  t h e  
C D .  A s  e x p e c t e d ,  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
S D S  i n  t h e  r u n  b u f f e r  d i d  n o t  a f f e c t  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n -  
s t a n t s  o f  t h e  c o m p o u n d s  G 8 ,  w h i c h  r e m a i n  n e g a t i v e .  
4  C o n c l u d i n g  r e m a r k s  
T h e  i n t e r a c t i o n  o f  s e v e r a l  s t e r o i d s  w i t h  d i f f e r e n t  C D  t y p e s  
w a s  c h a r a c t e r i s e d  a n d  s t e r o i d - C D  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  
w e r e  d e t e r m i n e d .  T h e  m o s t  p o w e r f u l  a g e n t  f o r  t h e  i n c l u -  
s i o n  o f  t h e  t a r g e t  a n a l y t e s  w a s  f o u n d  t o  b e  y - C D  f o l l o w e d  
b y  2 H P - y - C D .  H i g h  v a l u e s  o f  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  w e r e  
a c c o m p a n i e d  b y  g o o d  l i n e a r i t y  o f  t h e  p l o t s .  T h e  c o n -  
s t a n t s  v a l u e s  o b t a i n e d  f o r  i n d i v i d u a l  a n a l y t e s  c o r r e l a t e  
w i t h  t h e i r  s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r i s t i c s  c o n t r i b u t i n g  t o  t h e i r  
i n c l u s i o n .  I n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  c a v i t y  o f  8 - C D  w a s  r a t h e r  
w e a k  w h i l e  2 H P - P - C D  f a i l e d  t o  r e c o g n i s e  d i f f e r e n c e  i n  
s t r u c t u r e  o f  e s t r i o l ,  e q u i l i n ,  e t h y n y l e s t r a d i o l ,  1 7 P - e s t r a d i o l  
a n d  e s t r o n e .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  
v a l u e s  d e c r e a s e d  w h e n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  m i c e l l e s  i n  
t h e  r u n  b u f f e r  w a s  i n c r e a s e d .  
I n  g e n e r a l  t h e  e s t i m a t i o n  o f  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  o f  
s t e r o i d  c o m p o u n d s  w i t h  C D s  w a s  a  s t r a i g h t f o r w a r d  p r o -  
c e s s  d u e  t o  h i g h  e f f i c i e n c y  a n d  s i m p l e  p e r f o r m a n c e  o f  C E  
i n  a  c o m b i n a t i o n  w i t h  t h r e e  p l o t t i n g  m e t h o d s  u s e d .  
T h e  a u t h o r s  w o u l d  l i k e  t o  a c k n o w l e d g e  t h e  I n n o v a t i o n  
P a r t n e r s h i p  g r a n t ,  E n t e r p r i s e  I r e l a n d  f o r  f u n d i n g  t h i s  r e -  
s e a r c h .  
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